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OLIGONUCLEOTIDES INH1BANT L'EXPRESSION DE LA PROTEINE OB-RGRP 

ET PROCEDE DE DETECTION DE COMPOSES MODIFIANT L'INTERACTION 
ENTRE LES PROTEINES DE LA FAMILLE DE OB-RGRP ET LE RECEPTEUR DE 

LA LEPTINE 

La pr6sente demande a pour objet des oligonucleotides inhibant Texpression 
de la proteine OB-RGRP et leurs utilisations pour la prevention et / ou le 
traitement de pathologies Ii6es a la leptine. 

Elle est en outre relative d un proc6d6 de detection de ligands du recepteur 
de la leptine par mise en oeuvre du transfert d'6nergie entre d'une part des 
proteines de fusion compos6es de recepteurs de la leptine et de proteines 
donneurs ou accepteurs d'energie et d'autre part de des proteines de fusion 
compos6es de OB-RGRP ou de MY047 et de proteines donneurs ou 
accepteurs d'energie. 

Elle a de plus pour objets des proteines de fusion pour la mise en ceuvre de 
ce proc6de. 

La leptine est une proteine de 16 kDa secretee principalement par le tissu 
adipeux, et se liant a un recepteur (OB-R) appartenant a la famille des 
recepteurs aux cytokines. Cinq isoformes membranaires de ce recepteur ont 
ete identifies, et derivent de I'epissage alternatif d'un meme g6ne. Ces 
isoformes qui possedent le meme domaine extracellulaire et 
transmembranaire, sont caracterisees par des domaines intracellulaires de 
tallies variables(Tartaglia et al. (1995) Cell 83, 1263-1271). Une forme soluble 
du recepteur a aussi ete identifi6e et provient d'un §pissage alternatif ou d'un 
clivage proteolytique du domaine extracellulaire des formes membranaires. 
La forme courte du recepteur (OB-Rs) qui semble impliquee dans le transport 
de la leptine au travers de la barrtere hemato-enc6phalique est Tisoforme la 
plus exprimee. La forme longue (OB-RI) est seulement exprinrtee dans 
quelques tissus comme Thypothalamus et semble responsable de la plupart 
des effets biologiques de la leptine (Sweeney, G. (2002) Cell Signal 14, 655- 
663). La leptine et son recepteur ont 6t6 I'objet d'une attention particuli^re ^ 



cause de leur implication dans la regulation de la balance energ6tique, du 
metabolisme, et dans la r6ponse neuroendocrine £ la prise alimentaire. 
Recemment, il a 6t6 montre que la leptine est aussi impliqu6e dans des 
fonctions additionnelles importantes comme la regulation de la masse 
5 osseuse, Pangiogenese, la cicatrisation, la formation de thrombus, la 
maturation sexuelle, ThematopoTese, la regulation de Nmmunite et de 
Tinflammation, le d6veloppement foetal et le cancer. L'administration de 
leptine chez des organismes deficients en leptine comme les souris (ob/ob) et 
certains individus humains provoque une diminution de la masse de lipide 

10 dans divers tissus comme le foie et le tissu adipeux (Halaas et al. (1995) 
Science 269, 543-546, Pelleymounter et al. (1995) Science 269, 540-543, 
Campfield et al. (1995) Science 269, 546-549, Farooqi et al. (1999) N Engl J 
Med 341, 879-884). Ce traitement par la leptine ameliore aussi la sensibilite a 
Tinsuline et diminue la masse grasse chez la souris et I'homme presentant 

15 une lipodistrophie(Shimomura et al. (1999) Nature 401, 73-76, Oral et al. 
(2002) New England Journal of Medicine 346, 570-578, Petersen et al. (2002) 
J Clin Invest 109, 1345-1350 . Les personnes obeses sont gen6ralement 
resistantes d la leptine. Les raisons de cette resistance sont encore mal 
comprises mais plusieurs mecanismes ont 6t6 sugg6res : un defaut de 

20 transport de la leptine au travers de la barriere hemato-encephalique, un 
defaut d'activation des OB-R ou de la signalisation de ces recepteurs, et la 
surexpression de regulateurs negatifs comme SOCS3 et PTP-1B Bjorbaek et 
al. (2000) J Biol Chem 275, 40649-40657, Cheng et al. (2002) Developmental 
Cell 2, 497-503, Cook et Unger (2002) Developmental Cell 2, 385-387. La 

25 comprehension des mecanismes de la resistance a la leptine requiert une 
caracterisation plus detaill6e des mecanismes impliques dans I'activation des 
OB-R. 

OB-R est constitutivement associe £ la janus kinase 2 (JAK2). La liaison de 
JAK2 au recepteur est critique pour la signalisation par les OB-R et a ete 
30 proposee comme etant implique dans la stabilisation des dimeres de 
r6cepteurs OB-R. Uactivation par des agonistes provoquerait un changement 
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de conformation dans la region juxta membranaire de la queue cytoplasmique 
des OB-R. JAK2, qui est constitutivement reltee au motif boxl dans cette 
region est activ6e par autophosphorylation puis phosphoryle le recepteur OB- 
Rl mais pas OB-Rs. La phosphorylation d'OB-RI permet Tancrage de 
5 proteines STAT qui se lient au recepteur et son activ6es par phosphorylation 
sur tyrosine. Les proteines STAT activ6es dinrterisent et transloquent dans le 
noyau pour stimuler la transcription de g6nes via des 6lement de reponse aux 
STAT (Tartaglia (1997) J Biol Chem 272, 6093-6096). 

Recemment, un second promoteur pour le r6cepteur de la leptine a ete 
10 decouvert. De fagon interessante, un second transcrit est co-exprim6 avec les 
messagers des OB-R depuis ce promoteur. Ce transcrit a 6te observe dans 
plusieurs especes comme la souris, le rat, Thomme, la levure et C. elegans 
(Bailleul et al. (1997) Nucleic Acids Res 25, 2752-2758). Des exp6riences 
d'hybridation in situ confirment la co-expression des OB-R et du gene associe 
15 dans le cerveau de la souris y compris les regions hypothalamiques 
impliquees dans la regulation du poids corporei (Mercer et al., J 
Neuroendocrinol 2000 Jul;12(7):649-55). La proteine correspondante est 
composee de 131 acides amines et est appetee OB-R-gene related protein 
(OB-RGRP). Cette proteine a fait Tobjet de la demande de brevet 
20 WO98/05792. 

Le fait qu'OB-RGRP soit exprimee chez la levure et le nematode, organismes 
depourvus de recepteurs de la leptine, indique un role plus general pour OB- 
RGRP, supports par la deletion de cette proteine chez la levure qui provoque 
un d6faut de transport des proteines du golgi vers les vacuoles (Belgareh- 

25 Touze et al. (2002) Molecular Biology Of The Cell 13, 1694-1708) . 

En 2001, un ADNc appele MY047, a 6te clone d partir d'une banque d f ADNc 
de cerveau humain (Huang et al. (2001) Biochimica et Biophysica acta. Gene 
structure and expression 327-331). Cette proteine a en outre fait Tobjet de la 
demande EP 0 969 091. La fonction de la proteine correspondante est encore 

30 inconnue. MY047 a 68 % d'homologie avec OB-RGRP sugg6rant que ces 
deux proteines appartiennent a la meme famille. L'analyse des sequences 



disponibles du projet de sequen^age du genome humain montre qu'il n'existe 
aucun autre homologue. 

Les demandeurs se sont attaches £ determiner le role de la OB-RGRP et ses 
relations avec les recepteurs de la leptine. 

5 lis ont ainsi montre la specificite des interactions entre la OB-RGRP et le 
recepteur OBRs. 

lis ont en outre montre qu'il etait possible de modifier sp6cifiquement 
Texpression des recepteurs de la leptine a la surface cellulaire d I'aide 
d'oligonucleotides antisens dirig§s contre la proteine associee au gene 
10 des recepteurs de la leptine (OB-RGRP). 

La pr6sente a done pour objet des oligonucleotides eventuellement 
modifies comprenant de 8 a 50 nucleotides qui hybrident de maniere 
specifique a la sequence SEQ ID N° 1 et inhibent Texpression de OB-RGRP. 
Avantageusement, ces oligonucleotides favorisent Texpression des 
15 recepteurs de la leptine a la surface cellulaire. 

Preferentiellement ces oligonucleotides sont des antisens. 
Preferentiellement ces oligonucleotides sont caracterises en ce qull 
comprenent une sequence presentant une identite d'au moins 60 %, 70 %, 
80 % ou 90 % avec la sequence SEQ ID N° 2. 

20 Selon un mode de mise en oeuvre avantageux ces oligonucleotides sont 
caracterises en ce que des nucleotides sont thioesterifies. 

Selon un autre mode de mise en oeuvre avantageux ces oligonucleotides 
sont caracterises en ce que des nucleotides sont 2 1 O-methyles. 
Selon un autre mode de mise en oeuvre avantageux ces oligonucleotides 
25 sont caract6ris6s en ce quMI pr6sentent un r6sidu triethyieneglycol a leurs 
extremit6s 3\ 

Bien que la forme la plus usitee de composes antisens se presente sous la 
forme d'oligonucl6otides antisens, la presente invention inclut les derives 
d'oligonucieotides et les composes mimant leur structure tels que ceux decrits 
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ci-aprfes, sans que c tte liste soit limitative. Les composes antisens en accord 
avec cette invention comprennent de preference, de 8 d 50 nuclfeobases 
(c'est-^-dire sont des oligomeres formfes de 8 d 50 unitfes nucleotidiques). Les 
composes antisens particuliferement visfes sont les oligonucleotides antisens, 
5 plus spfecialement ceux qui sont formes d'environ 12 d 30 nuclfeobases. Les 
composes antisens comprennent les ribozymes, les oligozymes et autres 
ARN catalytiques courts ou oligonuclfeotides catalytiques qui s'hybrident avec 
I'acide nucleique cible et modulent son expression. Un nucleoside est une 
combinaison d'une base azotfee et d'un sucre. La base d'un nucleoside est 

10 gfenferalement une base azotfee hfetferocyclique. Les deux types de base 
hfetferocycliques les plus communs sont les bases puriques et pyrimidiques. 
Les nucleotides sont des nucleosides qui portent un groupement phosphate 
life de maniere covalente au sucre du nucleoside. Pour les nucleosides 
comportant un pentanofurannose, le phosphate peut etre life £ Thydroxyle en 

15 position 2\ 3' ou 5 1 du sucre. La formation de nucleotides provient de 
I'attachement covalent du groupement phosphate a deux nuclfeosides 
adjacents ce qui permet de proche en proche Tobtention d'un oligomere 
linfeaire. Les deux extrfemitfes d'un tel polymere linfeaire peuvent £ leur tour se 
joindre pour former une structure circulate, mais la structure ouverte est 

20 gfenferalement prfeferfee. Dans la structure nuclfeotidique, les groupements 
phosphate sont considferfes comme formant le squelette internuclfeosidique de 
I'oligonuclfeotide. La liaison normale dans le squelette d'ARN ou d'ADN est un 
lien phosphodiester 3'-5\ Des exemples spfecifiques de composfes antisens 
utilisables dans cette invention incluent des oligonuclfeotides contenant une 

25 ossature modififee ou des liaisons internuclfeosidiques non-naturelles. Ainsi 
des oligonuclfeotides a ossature modififee comprennent ceux qui conservent 
un atome de phosphate dans leur squelette et ceux qui en sont dfepourvus. 
Pour les besoins de la prfesente invention, des oligonuclfeotides modififes ne 
possfedant pas d'atome de phosphore dans leur liaison internuclfeosidique 

30 peuvent malgrfe tout etre considferfes comme des oligonuclfeotides. L'ossature 
de ces oligonuclfeotides modififes peut comprendre par exemple des 
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groupements phosphorothioates, phosphorothioates chiraux, phosphoro- 
dithioates, phosphotriesters, aminoalkylphosphotriesters, methyl et autres 
alkyl phosphonates y compris les 3'-alkyl6ne phosphonates, 5-alkylene 
phosphonates et phosphonates chiraux, des groupements phosphinates, 
5 phosphoramidates y compris 3-amino phosphoramidate and 
aminoalkylphosphoramidates, thionophosphoramidates, 
thionoalkylphosphonates, thionoalkylphosphotriesters, s6!6nophosphates and 
borophosphates formant des liaisons normales, 3'-5\ et leurs analogues 
formant des liasons 2-5', ainsi que ceux qui pr6sentent une polarite invers6e, 

10 c'est-a-dire comprenant au moins une liaison internucleosidique de type 3'-3\ 
5*-5 % ou 2'-2'. La forme d'oligonucl6otides possedant une polarite inversee 
preferentiellement utilis6e est cede possedant la premiere liaison 
internucleosidique en 3' est de type 3'-3\ Ceci correspond £ un seul residu 
nucleosidique inverse, qui peut par ailleurs etre abasique, c'est-a-dire dans 

IS lequel la base azotee heterocyclique est manquante ou rempiacee par un 
groupement hydroxyle. Les diverses formes (salines ou acide libre) sont 
incluses dans le champ de cette invention. 

L'ossature des oligonucleotides modifies d6pourvus d'atome de phosphore 
est preferentiellement formee de courtes chaines alkyles ou cycloalkyles, y 

20 compris leurs d6riv6s comportant un ou plusieurs het6roatomes, servant de 
liaison internucleosidique. Ce type d'ossature peut etre a base de liaison 
morpholino (constitute en partie par le sucre du nucleoside), de siloxane, de 
formacetyle et thioformacetyle, de methylene formacetyle et methylene 
thioformacetyle, de riboacetyle, d'alcenes, de sulfamates, de sulfonate et 

25 sulfonamide, de methylene imine et methylene hydrazine, d'amide, et de tout 
autre groupement comportant divers atomes d'azote, de soufre et d'oxygene 
ou des groupes methyle. 

Pour d'autres analogues d'oligonucieotides, le sucre et la liaison 
internucleosidique (c'est-a-dire I'ossature) sont a la fois remplac6s dans la 
30 structure nucieotidique par de nouveaux groupes. La base azofee 
heterocyclique est conserve pour assurer I'hybridation avec I'acid nucieique 
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cible. De tels composes oligomtres, les PNA (pour Peptide Nucleic Acid), ont 
montre une excellente . capacity d'hybridation. Dans ces composes, le 
squelette de ('oligonucleotide est remplac6 par une ossature a base d'amide, 
en particulier par ramino6thyl glycine, greff6e directement ou indirectement 
5 sur les bases azotees. De plus amples renseignement sur ces PNA peuvent 
etre trouv6s dans Nielsen et al M Science, 1991, 254, 1497. 
(.'invention incorpore plus particuli&rement des oligonucleotides a ossature 
phosphorothioate, amide et morpholine, et les oligonucleosides £ squelette £ 
h6t6roatomes, plus pr6cis6ment : 
10 -CH2-NH-0-CH2- 

-CH2-N(CH3)-0-CH2- (d§nomm6 squelette methylene-(m6thylimino) ou MMI) 

-CH2-0-N(CH3)-CH2- 

-CH2-N(CH3)-N(CH3)-CH2- 

-0-N(CH3)-CH2-CH2- (dans lequel le pont phosphodiester est : 0-P-0-CH2). 

15 La modification des oligonucleotides peut 6galement porter sur les sucres : 
les substitutions preferees sont en position 2' (F; d6riv6s O-, N- ou S-alcanes, 
O-, N- ou S-alcenes ou O-, N- ou S-alcynes de longueur C1 a C1 1 , substitu6s 
ou non) en particulier, les derives preferes sont : 
0-[(CH2)nO]m-CH3 

20 0-(CH2)n-0-CH3 
0-(CH2)n-NH2 
0-(CH2)n-CH3 
0-(CH2)n-0-NH2 
0-(CH2)n-0-N[(CH2)n-CH3]2 

25 ou n et m varient de 1 d 1 0. 

D'autres modifications de la position 2' incluent les groupes suivants : chaines 
aliphatiques substitutes ou non de longueur C1 d C10, aryles, aryles-alkyles 
et alkyles-aryles; -SH, -SCH3, -OCN, -CI, -Br, -CN, -CF3, -OCF3, -S02CH3, - 
ON02, -N02, -N3, -NH2; silyles substitu6s; groupement "rapporteur"; 

30 groupement intercaleur; groupement de clivage de TARN; groupem nt pour 




amelior r les capacit6s pharmacodynamiques d'un oligonucleotide. Les 
modifications pref6rees incluent les groupements : 

2'-m6thoxyethoxy (2MD-CH2CH20CH3, 6galement appele 2'-0-(2- 
methoxy<§thyl) ou 2 , -MOE) (Martin et al. a Helv: Chim. Acta, 1995, 78f 486-504) 
5 2 , -dimethylaminooxyethoxy (0(CH2)20N(CH3)2 , §galement appele 2'- 
DMAOE 

2'-dimethylamino6thoxyethoxy (2 , -0-CH20CH2-N(CH2)2, 6galement appel6 
2 , -dimethylamino6thoxy6thyl or 2-DMAEOE). 

Une autre modification interessante conduit a la formation de LNA (Locked 
10 Nucleic Acids) dans lesquels I'hydroxyle en position 2' est Ii6 au carbone en 
position 3' ou 4' du sucre, formant alors un sucre ei structure bicyclique. Le 
pontage prefer^ se fait par un lien methyle ou 6thyle entre I'oxygene 2' et le 
carbone en 4'. 

D autres substitutions preferees en position 2' incluent : 
15 -0-CH3 (2'-methoxy) 

-0-(CH2)3-NH2 (2 , -aminopropoxy) 
-CH2-CH=CH2 (2'-allyle) 
-0-CH2-CH=CH2 (2'-0-allyle) 
-F (2' fluoro). 

20 Ces modifications en 2' peuvent se presenter en position ribo (bas) ou 
arabino (haut). Le substituant 2' fluoro est le prefere en position arabino. 
Des modifications similaires peuvent etre faite sur d'autres positions, en 
particulier en position 3* du sucre du nucleotide en extr6mite 3-terminale ou 
dans les oligonucleotides £ ossature 2'-5\ et en position 5 1 du sucre en 

25 extremite 5-terminale. Les sucres des oligonucleotides peuvent 6galement 
etre remplaces par des analogues (par exemple un cyclobutyl peut etre 
substitue a un pentofurranyl). 

Les oligonucleotides peuvent aussi comporter des modifications ou 
substitutions au niveau des nucieobas s (bases het6rocycliques azotees 
30 appeiees "bases" par I'homme de Tart). Les bases naturelles (non modifies) 




sont les purines (adenine A et guanin G) et les pyrimidines (cytosine C, 
thymine T et uracile U). Parmi les bases modifites sont incluses des 
molecules naturelles ou synthttiques telles que 5-methylcytosine, 5- 
hydroxymtthylcytosine, xanthine, hypoxanthine, 2-aminoadtnine; 6-methyl, 
5 2-methyl et autres derivts alkylts des bases puriques (A et G); dtrivt 2-thio 
(C, T et U); dtrive 5-halo (U, C); derivt 5-propynyl (U et C) cytosine; derive 6- 
azo (U, Tet C); 5-uracile; 4-thiouracile; 8-halo, 8- amino, 8-thiol, 8-thioalkyl, 8- 
hydroxyl autres adenines et guanines substitutes en position 8; 5-halo (en 
particulier 5-bromo), 5- trifluoromethyl et autres uraciles and cytosines 

10 substitutes en position 5; 7-mtthylguanine and 7-methyladenine; 2-fluoro- 
adenine; 2-amino-adtnine; 8-azaguanine et 8-azaadenine; 7-dtazaguanine 
et 7-deazaadenine; 3-deazaguanine et 3-deazaadenine. Dans les autres 
bases modifiees, on trouve les pyrimidines tricycliques telles que 
phenoxazine cytidine(IH-pyrimido[5,4-b][ 1 ,4]benzoxazin-2(3H)- one), 

15 phtnothiazine cytidine (1H-pyrimido[5,4- b][1,4]benzothiazin-2(3H)-one), 
phtnoxazine cytidine substitutes (comme la 9-(2-aminoethoxy)-H- 
pyrimido[5,4-b][1 ,4]benzoxazin-2(3H)-one), carbazole cytidine (2H- 
pyrimido^^-bl-indol-^-one). 

Les bases modifites comprennent les composts dont Thtttrocycle purique 
20 ou pyrimidique est remplact par un autre hettrocycle par example 7-dtaza- 
adtnine, 7-dtazaguanosine, 2-aminopyridine ou 2-pyridone (The Concise 
Encyclopedia Of Polymer Science And Engineering, pages 858-859" 
Kroschwitz, J.I., ed. John Wiley & Sons, 1990; Englisch et al., Angewandte 
Chemie, International Edition, 1991, 30, 613; Sanghvi, Y.S., Chapter 15, 
25 Antisense Research and Applications, pages 289-302, Crooke, ST. and 
Lebleu, B., ed., CRC Press, 1993). Certaines de ces bases modifites 
peuvent etre d'un grand inttret pour augmenter TafRnitt des composts 
oligomtriques de I'invention, comme les pyrimidines substitutes en position 
5, les azapyrimidines, les purines N- et O- substitutes (telles que la 
30 2-aminopropyladtnine, la 5-propynyl uracile, la 5-propynyl cytosine). Les 
5-mtthylcytosines substitutes ont un effet positif sur la stabilitt des duplex 
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oligomeres-acides nucieiques (Sanghvif Y.S.f Crookef S.T, and Lebleu, B.,r 
eds.f Antisense Research and Applications, CRC Press, Boca Raton, 1993, 
pp. 276-278) et sont la substitution pr§f6r6e, en particulier en combinaison 
avec les modifications 2 , -m§thoxyethyl des sucres. 

5 Preferentiellement ces oligonucleotides sont sous la forme simple brin. 

Selon un mode de mise en oeuvre particulierement avantageux ces 
oligonucleotides comprennent une sequence presentant une identity d'au 
moins 60 %, preferentiellement 70 %, 80 % ou 90 %, avec la sequence SEQ 
ID N°2, dans laquelle les nucleotides en positions 2, 4, 6, 7, 9, 11, 13, 15, 17, 
10 19 et 20, dans le sens 5' vers 3\ sont thioesterifies. 

Selon un mode de mise en oeuvre particulierement avantageux ces 
oligonucleotides comprennent une sequence presentant une identite d'au 
moins 60% avec la sequence SEQ ID N°2, dans laquelle les nucleotides en 
positions 1, 2, 3, 4, 5, 16, 17, 18, 19 et/ou 20 , dans le sens 5' vers 3', sont 2' 
15 O-methyles. 

Preferentiellement les oligonucleotides selon la presente invention sont des 
ADN. 

La pr6sente invention a encore pour objet des oligonucleotides de type ARNi 
(Acide Ribonucl6ique Interferant) comprenant de 10 a 60 nucleotides, et 
20 preferentiellement de 15 a 25 nucleotides, caract6ris6s en ce qu'ils hybrident 
de maniere specifique a la sequence SEQ ID N° 21 et inhibent I'expression 
de OB-RGRP. 

Preferentiellement de tels ARNi comprennent 17 ou 19 nucleotides pris en 
continu dans la sequence SEQ ID N° 21, ou dans sa sequence 
25 compiementaire. 

Ces ARNi peuvent etre double-brins, auquel cas ils sont avantageusement 
constitues de deux brins comprenant de 15 £ 60 nucleotides. Selon un mode 
de mise en oeuvr pr6ferentiel, un tel ARNi est celui dont au moins Tun des 
deux brins comprend une sequence presentant une identite d'au moins 
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60 %, pr6f6rentiellement 70 %, 80 % ou 90 %, avec Tune des sequences 
SEQ ID N°37 ou SEQ ID N°38. 

Ces ARNi peuvent aussi etre exprim6s sous forme simple brin. De tels ARNi 
peuvent alors comprendre une boucle. lis comprennent avantageusement de 
5 15 a 60 nucleotides. Selon un mode de mise en oeuvre preferential, un tel 
ARNi comprend une sequence presentant une identite d'au moins 60%, 
preferentiellement 70%, 80% ou 90%, avec la sequence SEQ ID N°42. 
Des nucleotides A(A/G) et (C/T)T peuvent etre ajoutes respectivement en 5' 
et en 3' de cette sequence de 17 ou 19 nucleotides. D'autres types de residus 

10 ou groupes chimiques peuvent n6anmoins etre ajoutes ci ces deux 
extremites, pour autant qu'ils ne diminuent pas I'activite des antisens. 
Les modifications de nucleotides decrites pour les antisens sont aussi 
possibles pour ceux entrant dans la composition des sARNi. 
La presente invention inclut 6galement toutes modifications des antisens ou 

15 des ARNi, visant a augmenter la resistance de ces composes aux nucleases 
cellulaires, ou leur penetration dans les cellules et/ou leur efficacite dans le 
ciblage de la sequence d'OB-RGRP. 

Lorsqu'ils sont des ADN, les oligonucleotides selon la presente invention 
peuvent etre realises commodement et en routine par la technique bien 

20 connue de la synthese en phase solide. L'equipement pour une telle synthese 
est vendu par diff6rentes societes sp6cialisees telles que Applied Biosystems 
(Foster City, CA). La synthese des antisens dans la presente invention a fait 
appel d une synthese chimique sur un support adapte selon les methodes 
connues de Thomme du metier, en particulier decrites par E. Uhlmann, A. 

25 Peyman, A. Ryte, A. Schmidt and E. Buddecke (1999, Methods in 
Enzymology 313: 268-284)et par E. Uhlmann (Recent advances in the 
medicinal chemistry of antisense oligonucleotides,Current Opinion of Drug 
Discovery and Develepment 3: 203-213, 2000). Tout autre proc6d6 de 
synthese connu de Thomme du metier peut aussi etre employe. 
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Lorsqu'ils sont des ARNi les oligonucleotides selon la pr6sente invention 
peuvent etre synthases par synthase chimique, lorsqu'il s'agit de ARNi 
synth6tiques, exprimes in situ £ I'aide de vecteurs permettant la synthase de 
tels oligonucleotides ou obtenus par clivage in vitro d'un ARN double brin par 
5 la RNAse III ou I'enzyme DICER. 

Les ARNis (ARNi small ou petits ARNi) peuvent etre obtenus aupres de 
differents fournisseurs comme Proligo (Proligo France SAS 1 rue Robert et 
Sonia Delaunay 75011 Paris) Dharmacon (Dharmacon, Inc. 1376 Miners 
Drive #101 Lafayette, CO 80026) et Ambion (Ambion (Europe) Ltd. Ermine 
10 Business Park Spitfire Close Huntingdon, Cambridgeshire PE29 6XY United 
Kingdom), ou peuvent etre synthetises a partir de kits commercialises par 
differentes soci6t6s comme Dharmacon et Ambion. 

Preferentiellement les ARNi selon la presente invention sont sous forme 
double brin. 

15 Apres synthase les ARNi sont tout d'abord repris dans de I'eau d6pourvue de 
RNAses. L'appariement des deux molecules simple brin peut etre realise 
comme suit : 20 pmol.L-1 de chaque brin est melang6 dans le tampon 
d'appariement (100 mmol.L-1 d'acetate de potassium, 30 mmol.L-1 
d'HEPES-KOH pH 7,4, 2 mmol.L-1 d'acetate de magnesium) puis chauffe a 

20 90°C pendant 1 min suivit par une incubation d'1 h a 37°C. 

La transfection des ARNis peut se faire par le meme protocole que pour la 
transfection des antisens. 

Une alternative pour le ARNi est Tutilisation de vecteurs permettant la 
synthase d'ARN antisens specifiques du gSne a 6teindre et qui vont 

25 s'apparier dans les cellules transfect6es pour donner un ARNis. Un premier 
systeme de vecteur permet Texpression d'une sequence antisens par deux 
promoteurs en sens inverse, de chaque cot6 de cette sequence, donnant 
naissance £ deux ARN compl6mentaires qui vont s'apparier dans les cellules 
transfectees et donner un ARNis. Un autre systeme de vecteur met en jeu la 

30 synthase d'un ARN pr6sentant la sequence d I'antisens suivie de la 
sequence sens, espacee par quelques nucleotides, qui va cr§er une structure 
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cTARN en 6pingle a cheveu, qui va etre clivee dans les cellules transfectees 
pour donner un ARNis. Encore un autre systeme de vecteur met en jeu 
('expression d'un ARN double brin, long jusqu'a 600 paires de bases qui ne 
peut sortir du noyau faute des sequences necessaires : pas de coiffe en 3' 
5 (site ribozyme), ni de queue poly-A en 5' (site de fixation de la proteine £ 
doigt de zing MAZ). Cet ARN long est cliv6 dans le noyau pour donner des 
ARNis fonctionnels qui vont sortir dans le cytoplasme et provoquer la 
degradation de TARN cible. 

La transfection de ces vecteurs s'effectue de manure classique comme d6crit 
10 ci-avant pour les differents ADN. L'obtention de Iign6es stables qui presentent 
une extinction du gene cible est realisable par une selection par antibiotique 
classiquement utilisee pour I'obtention de lignees. 

De maniere generate, rhomme du metier peut se referer pour les ARNi aux 
publications suivantes : Elbashir S.M. et al. (2001, Nature 411: 494-498), 

15 Elbashir S.M. Lendeckel W. and Tuschl T. (2001, Genes & Dev. 15:188-200) 
et Masters J.R.,et al. (2001. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 98: 8012-8017). 
Des vecteurs permettant I'expression des ARNi peuvent etre obtenus comme 
decrit par Brummelkamp T.R., Bernards R., Agami R. (2002. Science 296: 
550-553) t Yu J.Y., DeRuiter S.L, and Turner D. (2002,. Proc. Natl. Acad. Sci. 

20 USA 99: 6047-6052) et Shinagawa T. et Ishii S. (2003, Genes & Dev. 
17:1340-1345). 

De tels vecteurs, ainsi que des cellules contenant de tels vecteurs sont des 
objets de la presente demande. 

La presente invention a encore pour objet des medicaments contenant de 
25 tels oligonucleotides, vecteurs et cellules et des compositions 
pharmaceutiques contenant une quantity pharmacologiquement active de tels 
oligonucleotides, vecteurs et cellules et des excipients pharmaceutiquement 
acceptables. 
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Un autre objet d la prSsente invention est 1'utilisation de tels 
oligonucleotides, vecteurs et cellules pour la fabrication d'un medicament 
pour la prevention et / ou le traitement de pathologies liees a la leptine. 

Elle a de plus pour objet un proc6de de traitement curatif ou preventif de 
5 maladies liees a la leptine consistant & administrer de tels oligonucleotides, 
vecteurs et cellules a un patient atteint par la dite maladie. 

Un autre objet de ('invention est un proc6d6 de determination de la 
modification de 1'interaction entre la OB-RGRP ou la proteine MY047, ou une 
proteine pr6sentant une identity d'au moins 65 % avec cette proteine ou avec 
10 la proteine MY047, et le tecepteur de la leptine par un compose. 

Elle est en outre relative £ des prolines de fusion pour la mise en oeuvre de 
ce procede, ainsi qu'a des acides nucleiques codant ces proteines. 

Elle a de plus pour objet un proc6d6 de traitement curatif ou pr6ventif de 
maladies Itees 3 la leptine consistant £ administrer un ligand s6lectionne par 
15 le proc6de d6fini ci-dessus a un patient atteint par la dite maladie. 

Un premier objet de la presente invention est done une proteine de fusion 
caracterisee en ce qu'elle est compos6e d'une sequence pr6sentant une 
identity d'au moins 65 % avec la sequence SEQ ID N°4, ou la sequence 
SEQ ID N°16, ou d'une partie substantielle de la sequence SEQ ID N°4 ou de 
20 la s6quence SEQ ID N°16, et d'une proteine donneur d^nergie ou accepteur 
d'energie, ou d'une partie substantielle et active d'une proteine donneur 
d'energie ou accepteur d'energie. 

Les proteines de fusion selon la pr§sente invention sont compos6es en 
substance d'une partie correspondant d une partie ou la totalite d'une 
25 s6quence presentant une identite d'au moins 65 % pr6terentiellement d'au 
moins 75 %, et encore plus pr6ferentiellement d'au moins 85 % ou 95 %, 
avec la sequence SEQ ID N°4 ou la sequence SEQ ID N°16, ou d'une partie 
substantielle de la sequence SEQ ID N°4 ou de la sequence SEQ ID N°16, et 
d'une partie correspondant d une proteine donneur ou accepteur d'6nergie. 
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Elles peuvent n6anmoins comprendre d'autres s6quences d'acides amines, 
issues d'autres proteines, telles que des sequences signal. 

De maniere avantageuse la proteine donneur d'6nergie est la luciferase de 
Renilla (Rluc). Elle peut n6anmoins etre toute autre proteine donneur 
5 d'energie telle que le spectre d'emission du donneur chevauche suffisamment 
le spectre d'excitation de I'accepteur pour permettre un transfert d'6nergie 
efficace entre les deux partenaires. Elle peut ainsi etre la GFP, si le transfert 
d'energie est le FRET, ou encore Taequorine si le transfert d'energie est le 
CRET. L'aequorine peut etre obtenue et utilisee comme d6crit dans la 
10 demande de brevet EPO 187 519, ou dans Particle de Inouye et al. (PNAS 
USA 82 : 3154-3158 (1985)). 

La proteine fluorescente accepteur d'6nergie est quant a elle 
preferentiellement la DsRed, la GFP ou un mutant de cette proteine, tel que 
la YFP, I'EYFP, la GFP sauvage, la GFPS65T, la Topaz, ou la GFP10. 
15 Elle peut neanmoins etre toute autre proteine fluorescente accepteur 
d'energie telle que le spectre d'excitation de I'accepteur et le spectre 
d'emission du donneur se chevauchent suffisamment pour permettre un 
transfert d *6nergie efficace entre les deux partenaires. 

Ces proteines sont connues de I'homme du rrtetier qui peut trouver leurs 
20 sequences dans la litterature, notamment dans le revue de Blinks et al. 
(Pharmacol. Rev. 28 : 1-93 (1976)). En particulier la GFP est decrite par 
Tsien (Annu. Rev. Biochem. 67 : 509-544 (1998)) et son clonage par Prasher 
et al. (Gene 111 : 229-233 (1992)). Le clonage de la DsRed est quant a lui 
decrit par Matz et al. (Nat. Biotechnol. 17 : 969-973 (1999)). Pour la Rluc, 
25 I'homme du metier peut se r6terer d Blinks et al. (Pharmacol. Rev. 28 : 1-93 
(1976)) ou encore a Lorenz et al. (PNAS 88: 4438-4442 (1991)). 

De maniere particulterement avantageuse les proteines de fusion donneur et 
accepteur pr6sentent Tune des sequences SEQID N°6, SEQID N°8, SEQID 
N°12, SEQID N°14, SEQID N°18 ou SEQID N°20 ou un variant de cette 
30 sequence prSsentant une identite d'au moins 65%. 
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D'autres objets de la presente invention sont des acides nucleiques codant 
pour ces proteines. De tels acides nucleiques peuvent etre des ADN 
complementaires ou genomiques, ou des ARN. Ces acides nucieiques ou 
polynucleotides peuvent etre sous forme simple chame ou sous la forme de 
5 duplex. 

lis sont de manure particulierement avantageuse des ADN complementaires. 

De maniere preferentielle ('invention a pour objet un acide nucleique ayant 
une identity d'au moins 65 %, pr6f6rentiellement d'au moins 75 %, et encore 
plus pr§f6rentiellement d'au moins 85 % ou 95 %, d'identite en nucleotides 
10 avec un acide nucleique de sequence SEQID N°5, SEQID N°7, SEQID N°11, 
SEQID N°13, SEQID N°17 ou SEQID N°19. 

Selon encore un autre aspect, ('invention est relative d un acide nucleique 
hybridant, dans des conditions d'hybridation de forte stringence, avec un 
acide nucleique tel que defini ci-avant, et plus particulierement un acide 
15 nucleique de sequences nucl6otidiques SEQID N°5, SEQID N°7, SEQID 
N°11, SEQID N°13, SEQID N°17 ou SEQID N°19, ou un acide nucleique de 
sequence compl6mentaire. 

Le « pourcentage d'identite » entre deux sequences de nucleotides ou 
d'acides amines, au sens de la presente invention, peut etre determine en 
20 comparant deux sequences alignees de maniere optimale, a travers une 
fenetre de comparaison. 

La partie de la sequence nucleotidique ou polypeptide dans la fenetre de 
comparaison peut ainsi comprendre des additions ou des deletions (par 
exemple des « gaps ») par rapport £ la sequence de reference (qui ne 
25 comprend pas ces additions ou ces deletions) de maniere £ obtenir un 
alignement optimal des deux sequences. 

Le pourcentage est calcule en determinant le nombre de positions auxquelles 
une base nucleique ou un r6sidu d'aminoacide identique est observe pour les 
deux sequences (nucleique ou peptidique) compar6es, puis en divisant le 
30 nombre de positions auquel il y a identite entre les d ux bases ou residus 
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d'aminoacides par le nombre total de positions dans la fenetre de 
comparaison, puis en multipliant le resultat par 100 afin d'obtenir le 
pourcentage d'identite de sequence. 

L'alignement optimal des sequences pour la comparaison peut etre realist de 
5 mani&re informatique d I'aide d'algorithmes connus contenus dans le package 
de la Societe WISCONSIN GENETICS SOFTWARE PACKAGE, GENETICS 
COMPUTER GROUP (GCG), 575 Science Doctor , Madison, WISCONSIN. 
A titre d'illustration, le pourcentage d'identite de sequence pourra etre 
effectue a I'aide du logiciel BLAST (versions BLAST 1.4.9 de mars 1996, 

10 BLAST 2.0.4 de fevrier 1998 et BLAST 2.0.6 de septembre 1998), en utilisant 
exclusivement les param6tres par d6faut (S. F Altschul et al, J. Mol. Biol. 
1990 215 : 403-410, S. F Altschul et al, Nucleic Acids Res. 1997 25 : 3389- 
3402). Blast recherche des sequences similaires/homologues £ une 
sequence « requete » de reference, a I'aide de Talgorithme d'Altschul et al. La 

15 sequence requete et les bases de donn£es utilisees peuvent etre peptidiques 
ou nucl6iques, toute combinaison etant possible. 

Par « conditions d'hybridation de forte stringence » au sens de la 
pr6sente invention, on entendra les conditions suivantes : 

1- Competition des membranes et PRE HYBRIDATION : 

20 -Melanger : 40pl ADN sperme de saumon (10mg/ml)+ 40 pi ADN placentaire 
humain (10mg/ml) 

- Denaturer 5 min a 96°C, puis plonger dans la glace le melange. 

- Oter le SSC 2X et verser 4 ml de mix formamide dans le tube d'hybridation 
contenant les membranes. 

25 - Ajouter le melange des deux ADNs d6natur6s. 

- Incubation d 42°C pendant 5 & 6 heures, avec rotation. 

2- Competition de la sonde marquee : 

- Ajouter a la sonde marquee et purifi6e 10 a 50 pi ADN Cot I, selon la 
quantity de repetitions. 

30 - D6naturer 7 a 10 mn ^ 95°C. 

- Incuber a 65°C pendant 2 a 5 heures. 
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3- Hybridation : 

- Oter le mix de pr6 hybridation. 

- Melanger 40 \j\ ADN sperme de saumon + 40 pi ADN placentaire humain ; 
denaturer 5 mn a 96°C, puis plonger dans la glace. 

5 - Ajouter dans le tube d'hybridation 4 ml de mix formamide, le melange des 
deux ADN et la sonde marquee/ADN Cot I denature. 

- Incuber 15 a 20 heures a 42°C, avec rotation. 

4- Lavages : 

- Un lavage a temperature ambiante dans du SSC 2X. pour rincer. 

10 - 2 fois 5 minutes a temperature ambiante SSC 2X et SDS 0,1% & 65°C. 

- 2 fois 15 minutes a 65°C SSC 1X et SDS 0,1% a 65°C. 
Envelopper les membranes dans du Saran et exposer. 

Les conditions d'hybridation decrites plus haut sont adaptees & ('hybridation 
dans des conditions de forte stringence, d'une molecule d'acide nucieique 
15 d'une longueur variable de 20 nucleotides a plusieurs centaines de 
nucleotides. 

II va sans dire que les conditions d'hybridation ci-dessus decrites peuvent 
etre adaptees en fonction de la longueur de I'acide nucieique dont 
T hybridation est recherch6e ou du type de marquage choisi, selon des 

20 techniques connues de I'homme du metier. 

Les conditions convenables d'hybridation peuvent par exemple etre adaptees 
selon I'enseignement contenu dans I'ouvrage de HAMES et HIGGINS 
(1985, M Nucleic acid hybridization : a practical approach", Hames and Higgins 
Ed., IRL Press, Oxford) ou encore dans I'ouvrage de F.AUSUBEL et al (1989, 

25 Current Protocols in Molecular Biology, Green Publishing Associates and 
Wiley Interscience, N.Y). 

Les proteines objets de la presente invention peuvent etre obtenues par tous 
moyens connus de I'homme du metier. Elles sont neanmoins 
avantageusement obtenues par xpression des acides nucleiques tels que 
30 decrits ci-dessus, codant pour ces proteines, eventuellement inser6s dans 
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des vecteurs d'expression, dans des cellules avantageusement choisies, 
suivie 6ventuellement par une extraction et une purification qui peut etre 
totale ou partielle. 

Uinvention est 6galement relative & un vecteur recombinant comprenant un 
5 acide nucl6ique selon invention. 

Avantageusement, un tel vecteur recombinant comprendra un acide 
nuclgique choisi parmi les acides nucieiques suivants : 

a) un acide nucl6ique codant pour une proteine ayant au moins 65 % 
d'identite en acides amines avec une sequence SEQID N°6, SEQID 
10 N°8,SEQID N°18 ou SEQID N°20 ou un fragment peptidique ou un variant de 
cette derniere ; 

b) un acide nucl6ique comprenant un polynucleotide ayant une 
sequence SEQID N°5, SEQID N°7, SEQID N°17 ou SEQID N°19. ou un 
fragment ou un variant de ce dernier; 

15 c) un acide nucl6ique ayant au moins 65% d'identite en nucleotides 

avec un acide nucl6ique ayant une sequence SEQID N°5, SEQID N°7, 
SEQID N°17 ou SEQID N°19 ou un fragment ou un variant de ce dernier ; 

d) un acide nucleique hybridant, dans des conditions d'hybridation de 
forte stringence, avec un acide nucieique de sequences SEQID N°5, SEQID 

20 N°7, SEQID N°17 ou SEQID N°19, ou un fragment ou un variant de ce 
dernier. 

Par « vecteur » au sens de la pr6sente invention on entendra une molecule 

d'ADN ou d'ARN circulaire ou Iin6aire qui est indiff6remment sous forme de 

simple brin ou double brin. 
25 Selon un mode de realisation, le vecteur d'expression comprend, outre un 

acide nucl6ique conforme a Tinvention, des sequences r6gulatrices 

permettant d'en dinger la transcription et/ou la traduction. 

Selon un mode de realisation avantageux, un vecteur recombinant selon 

I' invention comprendra notamment les 6l6ments suivants : 
30 (1) des elements de regulation de Texpression de Tacide nucleique a 

inserer, tels que des promoteurs et des enhanceurs ; 
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(2) la sequence codante comprise dans I'acide nucteique conforme & 
I'invention d insurer dans un tel vecteur, ladite sequence codante etant placee 
en phase avec les signaux de regulation d£crits aux (1) ; et 

(3) des sequences d'initiation et d'arret de la transcription approprtees. 

5 En outre, les vecteurs recombinants selon Tinvention pourront inclure une ou 
plusieurs origines de replication chez les hotes cellulaires dans lesquels leur 
amplification ou leur expression est recherch6e, des marqueurs ou des 
marqueurs de selection. 

A titre d'exemples, les promoteurs pour cellules eucaryotes comprendront le 
10 promoteur de la thymidine kinase du virus HSV ou encore le promoteur de la 
metallothion6ine-L de souris. 

De mani6re g6n6rale, pour le choix d'un promoteur adapte, Thomme du 
metier pourra avantageusement se referer a Touvrage de SAMBROOK et al. 
(1989, "Molecular Cloning: A Laboratory Manual, n 2 nd ed., Cold Spring 
15 Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY.) ou encore aux techniques 
decrites par FULLER et al. (1996, Immunology in Current Protocols in 
Molecular Biology, Ausubel et al). 

Les vecteurs preferes selon I'invention sont des plasmides, tels que par 
exemple les vecteurs pCDNA3 (Invitrogen), pQE70, pQE60, pQE9 (Qiagen), 
20 psiX174, pBluescript SA, pNH8A, pNH16A, pNH18A, pNH46A, pWLNEO, 
pSV2CAT, pOG44, pXTI, pSG(Stratagene). 

II peut s'agir 6galement de vecteurs de type baculovirus tel que le vecteur 
pVL1 392/1 393 (Pharmingen) utilise pour transfecter les cellules de la lignee 
Sf9 (ATCC N°CRL 171 1) d6rivees de Spodoptera frugiperda. 
25 II peut encore s'agir de vecteurs adenoviraux tels que Tad6novirus humain de 
type 2 ou 5. 

Un vecteur recombinant selon Tinvention peut aussi etre un vecteur r6troviral 
ou encore un vecteur ad6no-associe (AAV). De tels vecteurs adeno-associes 
sont par exemple d6crits par FLOTTE et al. (1992, Am. J. Respir. Cell Mol. 
30 Biol., 7 : 349-356. 
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La presente invention a en outre pour objets des cellules comprenant une 
proteine, un acide nucleique ou un vecteur tels que dgcrits ci dessus, ou des 
fragments de ces cellules, des lysats de ces cellules ou encore des 
membranes de ces cellules. 

5 De telles cellules peuvent etre cellules isolees d'un organisme et cultiv6es 
dans un milieu de croissance ad6quat. Elles sont n6anmoins 
preferentiellement des Iign6es cellulaires. Ainsi de telles Iign6es sont de 
maniere particulferement avantageuse les Iign6es cellulaires HEK 293, COS 
(ATCC N°CRL 1650), COS-M6 et HeLa (ATCC N°CCL2), ou encore Cv 1 
10 (ATCC NXCL70), Sf-9 (ATCC N°CRL 1711), CHO (ATCC N°CCL-61) ou 
3T3 (ATCC N°CRL-6361). 

Les membranes de ces cellules peuvent etre pr6par6es par toute methode 
connue de Thomme du metier. 

Preferentiellement elles seront pr6par6es par broyage mecanique des 
15 cellules puis centrifugation des suspensions obtenues, comme illustre dans 
les exemples qui suivent. 

La presente invention est en outre relative d des compostions comprenant 
des cellules telles que decrites ci dessus et de la saponine. 

La presente invention est en outre relative d un proc6de de determination de 
20 la modification de Interaction entre la OB-RGRP, la proteine MY047, ou une 
proteine pr6sentant une identite d'au moins 65 % avec la sequence SEQ ID 
N°4 ou la sequence SEQ ID N°16, et le recepteur de la leptine par un 
compose comprenant les etapes consistant a : 

-mettre en contact ledit compost avec une prot6ine presentant une identite 
25 d'au moins 65 % avec la sequence SEQ ID N°4 ou la sequence SEQ ID 
N°16, et le r6cepteur de la leptine, ou des cellules, ou des fragments, ou des 
lysats, ou des membranes de cellules comprenant de telles proteines, et 
eventuellement un substrat enzymatique ad£quat, et 
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-a mesurer 1'interaction entre une proteine pr6sentant une identite d'au moins 
65% avec la sequence SEQ ID N°4 ou la sequence SEQ ID N°16, et le 
recepteur de la leptine. 

De mantere pr6terentielle, ledit compos6 est mis en contact avec une 
5 proteine de fusion donneur d'energie, et une proteine de fusion accepteur 
d'energie, ou des cellules, ou des fragments, ou des lysats, ou des 
membranes de cellules comprenant une telle proteine, et eventuellement un 
substrat enzymatique ad&quat 

Preterentiellement ledit proc6d6 est mis en oeuvre avec des cellules traitees 
10 par un agent permeabilisant les cellules tel que la saponine. 

Les proteines de fusion donneur d'energie et les proteines de fusion 
accepteur d'energie sont choisies de mani&re a ce que I'energie resultant de 
I'activation du donneur puisse etre transferee de mani6re efficace a 
I'accepteur. 

15 Dans un mode de mise en oeuvre avantageux dudit procede, la proteine de 
fusion donneur d'energie est une proteine de fusion avec la luciferase ou une 
partie substantielle de la luciferase, auquel cas le substrat est 
avantageusement la coelenterazine. 

Dans un mode de mise en oeuvre pr6ferentiel dudit procede, la proteine de 
20 fusion accepteur d'energie est une proteine de fusion avec la YFP ou une 
partie substantielle de la YFP. 

Dans un mode de mise en oeuvre avantageux dudit procede, le transfert 
d'energie mesure en presence du compose a tester est compare a celui 
mesurg en absence du compost d tester. 
25 Dans un autre mode de mise en oeuvre avantageux dudit proced6 le transfert 
d'energie mesurg en presence du compose d tester et de la leptine (ou un 
ligand du r6cepteur), est compare £ celui mesur6 en pr6sence du compose 
en absence de leptine (ou un ligand du r6cept ur). 
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Preferentiellement le proced6 est mis en oeuvre sur des membranes des 
cellules, telles que dgcrites ci dessus. 

De maniere pr6f6rentielle les prolines donneur et accepteur selon la 
presente invention sont choisies afin que le transfert d'6nergie se fasse par 

5 BRET (pour Bioluminescence Resonance Energy Transfer ou ou transfert 
d'energie de bioluminescence par resonance) de premiere ou deuxfeme 
generation, ou LRET (pour Luminescence Resonance Energy Transfer ou ou 
transfert d'energie de luminescence par resonance). Neanmoins un tel 
transfert d'6nergie peut etre effectue par FRET (pour Fluorescence 

10 Resonance Energy Transfer ou transfert d'energie de fluorescence par 
resonance) ou encore par CRET (pour Chemioluminescence Resonance 
Energy Transfer ou transfert d'6nergie de chimioluminescence par 
resonance). 

Quelque soit le type de transfert d'gnergie les couples proteine de fusion 
15 donneur/ proteine de fusion accepteur d'6nergie sont choisis afin de 
permettre un tel transfert. 

Le BRET2 (2eme g6n6ration) consiste en un transfert d'energie entre la 
luciferase de Renilla , et une GFP mutante, la GFPio, utilisant un substrat 
adequate, la coelanterazine DeepblueC™ (Biosignal Packard). 
20 Le CRET consiste en un transfert d'energie entre I'aequorine, qui est une 
luciferase, et la GFP. 

Le FRET consiste en un transfert d'6nergie entre deux prolines de la famille 
des GFP ayant des spectres differents. 

Pour la mise en oeuvre de ces transferts I'homme du m6tier peut se r6f6rer a 
25 Ramsay D et al. (Biochem J 365: 429-40 (2002)) et a Yoshioka K et al. (FEBS 
Lett 523: 147-151 (2002)) pour le BRET2, £ Baubet et al. (PNAS USA 97 : 
7260-7265 (2000)) pour le CRET, a Matyus (J Photochem Photobiol B 12: 
323-337 (1992)) et Pollok et Heim (Trends Cell Biol 9:57-60 (1999)) pour le 
FRET. 
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Un autre objet de la presente invention est un precede de criblage ou de 
detection de composes destines a la prevention et / ou au traitement de 
pathologies liees a la leptine comprenant les stapes consistant a : 
-mettre en contact ledit compose avec une proteine ptesentant une identite 
5 d'au moins 65 % avec la sequence SEQ ID N°4 ou la sequence SEQ ID 
N°16, et le r6cepteur de la leptine, ou des cellules, ou des fragments, ou des 
lysats, ou des membranes de cellules comprenant de telles proteines, et 
eventuellement un substrat enzymatique ad6quat, et 

mesurer I'interaction entre une proteine presentant une identite d'au moins 
10 65 % avec la sequence SEQ ID N°4 ou la sequence SEQ ID N°16, et le 
recepteur de la leptine. 

Preferentiellement la proteine presentant une identite d'au moins 65 avec la 
sequence SEQ ID N°4 ou la sequence SEQ ID N°16 est la OB-RGRP ou 
MY047. 

15 Le precede selon la ptesente invention est compatible avec les plaques a 96 
ou 384 puits generalement utilisees. II ne necessite pas ('utilisation de 
molecules radioactives, est sensible, reproductible, rapide et le resultat est 
facile a lire. Cette caracteristique est particulierement interessante pour la 
mise en oeuvre de criblage & grande 6chelle. 

20 La presente invention est en outre relative A ('utilisation de composes 
selectionn6s par un proc6d§ consistant & : 

-mettre en contact ledit compos6 avec une proteine presentant une identite 
d'au moins 65 % avec la sequence SEQ ID N°4 ou la sequence SEQ ID 
N°16, et le recepteur de la leptine, ou des cellules, ou des fragments, ou des 
25 lysats, ou des membranes de cellules comprenant de telles proteines, et 
6ventuellement un substrat enzymatique ad6quat, et 

-a mesurer ('interaction entre une proteine presentant une identite d'au moins 
65% avec la sequence SEQ ID N°4 ou la sequence SEQ ID N°16, et le 
recepteur de la leptine. 
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Elle a enfin pour objet un proc6d6 de traitement curatif ou pr6ventif de 
maladies liees d la leptine ou a son recepteur comprenant les stapes de : 
-selection dudit compose par un proc6d6 consistant d : 
+mettre en contact ledit compose avec une prot6ine presentant une identite 
5 d'au moins 65 % avec la sequence SEQ ID N°4 ou la sequence SEQ ID 
N°16, et le recepteur de la leptine, ou des cellules, ou des fragments, ou des 
lysats, ou des membranes de cellules comprenant de telles proteines, et 
6ventuellement un substrat enzymatique adequat, et 

+a mesurer Tinteraction entre une proteine pr6sentant une identite d'au moins 
10 65% avec la s6quence SEQ ID N°4 ou la sequence SEQ ID N°16, et le 
recepteur de la leptine 

-d'administration dudit compost £ un patient atteint par la dite maladie. 

Des pathologies liees £ la leptine peuvent etre des maladies liees £ une 
diminution de la densite osseuse comme par exemple I'ost&oporose ou £ 
15 Tinverse celles liees d une calcification importante. 

Elles peuvent aussi etre des maladies ayant un effet sur le poids, telles que 
Tobesite, le diabete ou Tanorexie. 

Elles peuvent aussi etre des maladies ayant un effet sur la maturation 
sexuelle rh6matopo'tese, Tangiogenese, la formation de thrombus, la 
20 regulation de Timmunite et de Inflammation, le developpement foetal, la 
cicatrication et le cancer. 

Les composes de invention, oligonucleotides, ARNi, ou autres composes, 
peuvent etre formulas dans des compositions pharmaceutiques en vue d'une 
administration par voie topique, orale, parent6rale, intranasale, intraveineuse, 

25 intramusculaire, sous-cutanee, intraoculaire, etc. Preferentiellement, les 
compositions pharmaceutiques contiennent des v6hicules 
pharmaceutiquement acceptables pour une formulation injectable. II peut 
s'agir en particulier de solutions salines (phosphate monosodique, disodique, 
chlorure de sodium, potassium, calcium ou magnesium, etc, ou des melanges 

30 de tels sels), steriles, isotoniques, ou de compositions sfeches, notamment 
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lyophilisees, qui, par addition selon le cas d'eau st§rilisee ou de serum 
physiologique, permettent la constitution de solutes injectables. 
La formulation de compositions therapeutiques et leur administration est dans 
les competences de Thomme du metier. 
5 La formulation des composes peut inclure differents produits connus de 
I'homme du metier. Preferentiellement, les composes peuvent etre par 
exemple additionnes de sels, comme le sodium, le potassium, rammonium, le 
magnesium, le calcium, les polyamines, I'acide hydrochlorique, 
hydrobromique, sulfurique, phosphorique, ou nitrique. D'autres sels sont 

10 egalement utilisables, comme ceux provenant de I'acide acetique, oxalique, 
tartrique, succinique, mal6ique, fumarique, gluconique, citrique, malique, 
ascorbique, benzoTque, tannique, palmitique, alginique, polyglutamique, 
naphtalenesulfonique, methanesulfonique, p-toluenesulfonique, 

naphtalenedisulfonique, polygalacturonique. Enfin, on peut aussi 

IS preferentiellement utiliser des sels de chlorine, bromine et iodine. 

La composition et la formulation pour 1'administration topique peuvent inclure 
des patches transdermiques, des pommades, des lotions, des crimes, des 
gels, des gouttes, des suppositoires, des sprays, des liquides et des poudres. 

La composition et la formulation pour ('administration orale peuvent inclure 
20 des poudres, des granules, des microparticules, des nano particules, des 
suspensions, des solutions aqueuses ou non, des capsules, des capsules de 
gel, des sachets, des tablettes ou mini tablettes. Des epaississants, des 
aromes, des diluants, des emulsifieurs, des aides a la dispersion ou des liants 
peuvent etre ajoutes. 

25 La composition et la formulation pour ('administration parent6rale, intrathecale 
ou intra ventriculaire, peut inclure des solutions aqueuses steriles qui peuvent 
aussi contenir des tampons, des diluants et autres additifs comme, mais non 
limite a des agents augmentant la p§n6tration, des produits transporteurs et 
des excipients. 
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La composition peut-etre formulae et utilis6e comme une mousse, une 
emulsion, une micro6mulsion, des liposomes cationique, sensibles au pH ou 
negativement charges, et des transferomes. 

D'une fagon g6n6rale, les diff6rentes formulations peuvent contenir un 
S melange d'un ou plusieurs agents, comme mais non limite a des agents 
augmentant la penetration du compose (surfactants, sels biliaires, agents 
chelateurs, surfactant non chelateurs), des excipients (Hants, remplisseurs, 
lubrifiants, des integrants, agents mouillant), des transporteurs (eau, solutions 
- salines, alcools, polyethylene glycol, gelatine, lactose, amylose, stearate de 
10 magnesium, talc, acide silicique, paraffine visqueuse, hydroxymethylcellulose, 
polyvinylpyrrolidone). D'autres composants peuvent etre ajoutes, comme des 
colorants, des aromes, des conservateurs, des antioxydants, des opacifieurs, 
des agents 6paississeurs et des stabilisateurs. 

Le dosage est dependant de la severity et de la sensibility de retat de la 
15 maladie a traiter, avec une duree de traitement pouvant aller de quelques 
jours a quelques mois, ou jusqu'a ce que la cure soit efficace ou qu'une 
diminution de la maladie soit observee. Le dosage optimal peut etre calculi a 
partir de mesures d'accumulation de I'agent therapeutique dans le corps du 
patient. L'homme du metier peut facilement determiner les dosages optimum, 
20 les methodes de dosage et les taux de repetitions de ces dosages. Les 
dosages optimum peuvent varier en fonction de Tefficacite relative de chaque 
oligonucleotide ou ARNi, et peuvent en general etre estimes par la mesure 
des EC50 des doses utilis6es in vitro et in vivo dans des modeles animaux. 
En general, le dosage est compris entre 0,01 pg et 100 g par kilo du poids 
25 corporel et peut etre administr6 une fois ou plus, de fagon journaliere, 
hebdomadaire, mensuelle ou annuelle, ou meme une fois toutes les 2 a 20 
ann6es. 

Des personnes comp6tentes peuvent facilement determiner le taux de 
repetition des dosages base sur le temps de presence du compose dans les 
30 fluides corporels ou les tissus. Suite & un traitement reussit, il p ut etre 
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desirable que le patient continue une th&rapie de maintenance pour prevenir 
la reapparition de la maladie, pour ce faire ('oligonucleotide ou I'ARNi sont 
administres a des doses de maintenance allant de 0,01 pg a 100 g par kilo du 
poids corporel, une fois ou plus par jour jusqu'3 une fois tous les 20 ans. 

5 Uadministration d'antisens in vivo a 6te r6alisee avec succes par divers 
auteurs, utilisant des protocoles d'injection simple d'antisens par voie 
intraveineuse (He et al. (1998) Zhonghua Shi Yan He Lin Chuang Bing Du 
Xue Za Zhi 12:1-4) ou intrac6r6brale (Yoburn et al. (2003) Synapse 47: 109- 
116, Tischkau et al. (2003) J. Biol. Chem. 278: 718-723). Ces deux demises 

10 annees, des systemes plus complexes permettant le ciblage d'antisens dans 
I'organisme ont 6t6 developp6s et utilises avec succes (Morishita et al. (2002) 
J. Endocrinol. 175: 475-485, Bartsch et al. (2002) Pharm. Res. 19: 676-680), 
permettant chez la souris et le rat, de traiter divers cancers (Rait et al. (2002) 
Mol. Med. 8: 475-486, Ochietti et al. (2002) J. Drug. Target 10: 113-121, Eder 

15 et al. (2002) Cancer Gene Ther. 9:1 17-125). La transfection des antisens met 
en jeu les memes proc£des que pour la transfection des ARNi, laissant 
envisager les memes applications in vivo pour les ARNi. Dans cette optique, 
nous pouvons imaginer un ciblage de I'antisens ou des ARNi au niveau du 
systeme nerveux central, pour traiter des troubles dont I'origine est centrale 

20 (obesite), mais aussi ceux obtenus par une action peripherique des 
recepteurs de la leptine. Plus particulierement, une action des antisens ou 
des ARNi au niveau du transport de la leptine au travers de la barriere 
h6mato-enc6phalique et impliquant les OB-R peut etre envisag6e. D'ailleurs, 
les cellules endothelials ont d£j£ et6 ciblees avec succes par une strategie 

25 antisens in vivo (Bartsch et al. (2002) Pharm. Res. 19: 676-680). 
Figures : 
Figure 1 

Sequences des diff€rents ODN antisens utilises AS 01 a AS 16. 
Figur 2 

30 Alignement des sequences proteiques d'OB-RGRP de diff6rentes esp6ces et 
de la s6quence proteique humaine de MY047. Les domaines 
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transmembranaires potentiels ont 6t6 determines par differentes m6thodes 
(HMMTOP, TMHMM, TopPred2, TMpred) et sont 6crites en gras. 
Figure 3 

Topologie d'OB-RGRP 6tudi6e par BRET, par I'utilisation de la double 
5 proteine de fusion YFP-OB-RGRP-Luc. Figure 3a: representation 
sch6matique de la topologie d'OB-RGRP pour le modeles 3 et 4TM. Figure 
3b : Resultats des experiences de BRET utilisant les proteines indiqu6es. Les 
donn6es sont exprimees en mBU. 
Figure 4 

10 Etude de roligomerisation d'OB-RGRP par des experiences de SDS-PAGE et 
immunoprecipitations. Figure 4a: Les cellules exprimant les prolines de 
fusion indiquees ont 6te traitees ou non avec du Dithiobis(succinimidyl 
propionate) (DSP) 2 mmol.L-1 dans du PBS (1X pH7,4) pour cross-linker les 
complexes proteiques. Les proteines ont 6t6 s6par6es par SDS-PAGE et les 

15 proteines de fusions avec la YFP ont et6 detectees par Tutilisation d'un 
anticorps sp6cifique anti-YFP. Figure 4b: Les cellules exprimant la 
construction 6Myc-OB-RGRP ont et6 solubilis6es avec 1 % de digitonine ou 
5 % de SDS et le solubilisat a 6te immunopr6cipite avec un anticorps anti- 
myc. Les precipitats ont ete soumis ^ une separation par SDS-PAGE et les 

20 proteines 6tiquet6es avec myc ont et6 detectees avec un anticorps anti-myc. 
Figure 5 

Identification des determinants mol6culaires impliques dans roligomerisation 
d'OB-RGRP. Les proteines de fusions avec les troncations d'OB-RGRP ont 
ete traitees comme decrit Fig. 4b. TM, domaine transmembranaire. 
25 Figure 6 

Etude de roligomerisation d'OB-RGRP dans les cellules HEK vivantes par la 
technologie de BRET. Figure 6a: Les proteines de fusion indiqu6es ont 6t6 
co-exprimees a un rapport equimolaire, et des experiences de mesures de 
BRET ont ete r6alis6es. Figure 6b: Des quantites constantes du plasmide 
30 OB-RGRP-Luc ont 6t6 co-exprim6es avec des quantites croissantes du 
plasmide d'OB-RGRP-YFP et des mesures d BRET ont 6t6 r6alisees. 
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MT2R-Luc, proteine de fusion du fecepteur MT2 de la melatonine avec la 

luciferase. 

Figure 7 

Interaction d'OB-R s et d'OB-RGRP et MY047 6tudiees par BRET.Les 
5 proteines de fusions indiquees ont 6t6 co-exprimees a un rapport 6quimolaire 
et des mesures de BRET ont ete r6alis§es. IR-YFP, proteine de fusion du 
recepteur de I'insuline avec la YFP. 
Figure 8 

Activation dose d§pendante des genes rapporteurs pour STAT3 (Figure 8a) 

10 et STAT5 (Figure 8b) dans des cellules HeLa, par OB-R| en presence d'une 

sur-expression des constructions de la proteine OB-RGRP comme indiquees. 
Figure 9 

Effet de la surexpression d'OB-RGRP sur I'expression des OB-R a la surface 
des cellules. Des cellules HEK 293 transferees ou non avec le vecteur 
15 d'expression d'OB-RGRP, et des cellules COS transfectees avec les vecteurs 

d'expression d'OB-Ri ou OB-R s et +/- les vecteurs d'OB-RGRP, ont 6te 

utilis6es pour determiner la quantite de recepteurs exprimes a la surface et le 
total exprime dans les cellules par des experiences de liaison de 125 l-leptine. 
Figure 10 

20 Effet des differents oligod6soxynucl6otides (ODN) antisens sur le niveau des 
messagers d'OB-RGRP observes par RT-PCR semi-quantitative. Figure 10a: 
determination de la zone lineaire d'amplification des transcrits d'OB-RGRP et 
de la GAPDH, en fonction du nombre de cycles PCR. Figure 10b: 
quantification des r6sultats montr6s dans le panneau a. Figure 10c: 

25 Determination des niveaux d'expression relatifs des ARNm d'OB-RGRP £ 26 
cycles PCR, dans les cellules incub6es avec les differents ODN antisens. 

Figures 11 

Effet des differents ARN interferant sur le niveau des messagers d'OB-RGRP 
observ6s par RT-PCR semi-quantitative. Figure 11a: sequence SEQ ID 
30 N°37 /SEQ ID N°38 de I'ARNi synth6tique utilise (homologue pour I'homme et 
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la souris). Figur 11b: determination des niveaux d'expression relatifs des 
ARNm d'OB-RGRP d 26 cycles PCR, dans des cellules HELA transferees 
ou non avec I'ARNi synthStique. Figure 11c: sequence SEQ ID N°42 de 
I'ARNi en 6pingle d cheveux synth6tis6 d partir du vecteur PCR3.1-RNAi 14. 
5 Figure 11d: determination des niveaux d'expression relatifs des ARNm d'OB- 
RGRP a 26 cycles PCR, dans des cellules Ltk transfect6es ou non avec le 
vecteur PCR3.1-RNAi 14. 
Figure 12 

Effet des ODN antisens specifiques d'OB-RGRP sur I'activation d'un gene 
10 rapporteur STAT3. Les cellules HeLa ont 6t6 co-transfectees, d'abord avec le 
vecteur d'expression OB-RI et les constructions des genes rapporteurs pour 
STAT3 ou 5, puis avec les ODN antisens indiques. Apres 48 heures de 
stimulation ou non avec 10 nmol.L-1 de leptine. 
Figure 13 

15 Effet des ODN antisens specifiques d'OB-RGRP sur I'expression en surface 
des OB-R. Les cellules HeLa ont ete transferees ou non avec les plasmides 

d'expression d' OB-R| ou d'OB-R s avant une seconde transfection ou non 

avec les ODN antisens indiqu6s. 48 h post-transfection, la quantit6 d'OB-R 
totale et la fraction exposee & la surface a et§ determinee dans des 
20 experiences de liaison avec de la 125 l-leptine. 

La presente invention est illustree sans pour autant etre limitee par les 
exemples qui suivent. 

Materiels et Methodes utilises dans les exemples 
Construction des plasmides. 

25 Les prolines de fusions des OB-R avec la YFP et la luciferase ont ete 
construites par ligation de la YFP et de la Luciferase d la partie C-terminale 
des recepteurs d'OB-R, par des techniques standards de biologie 
moleculaire. La region codante de la YFP a 6t6 obtenue d partir du vecteur 
Cytogem<§>-Topaze (pGFPtpz-N1) (Packard, Meriden, CT) et fut ins6r6 dans 

30 le site EcoRV du vecteur pcDNA3/CMV (Invitrogen, Groningen, Pays-bas) 
contenant un polylinker modifi§. La region codante de la Renilla luciferase a 
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6t6 obtenue & partir du vecteur pRL-CMV (Promega, Madison, Wl) et ins6ree 
dans le site EcoRV du vecteur pcDNA3 modifte. Les regions codantes d'OB- 

Rl et d'OB-Rs (gift of Dr. Gainsford, Royal Melbourne Hospital, Victoria, 

Australie) ont ete inseree dans les deux vecteurs decrits ci-dessus, 
5 respectivement dans les sites EcoR1/BamH1 et Nhe1. Les codons stop ont 
ete supprimes par mutagenese dirigee et la phase des proteines de fusion a 
§te ajustee en meme temps. 

Le vecteur pcDNA3-OB-RGRP a 6t6 obtenu par insertion de la region 
codante d'OB-RGRP, obtenue depuis le vecteur pCDNA3-Di1, dans les sites 

10 EcoR1 et Xba1 du vecteur pcDNA3/CMV (Invitrogen, Groningen, Pays-bas). 
Le codon stop d'OB-RGRP a 6te supprim6 par mutagenese dirigee. Le 
vecteur pcDNA3-OB-RGRP-Luc a et6 obtenu par digestion du vecteur pRL- 
CMV N3 (Promega, Madison, Wl) avec Sma1 et Hpa1 et par insertion du 
fragment, correspondant a la region codante de la Renilla luciferase, apr6s la 

15 region codante d'OB-RGRP dans le site BspE1 rempli du vecteur pcDNA3- 
OB-RGRP. 

Le vecteur pcDNA3-YFP a ete obtenu par sous-clonage de la region codante 
de la YFP a partir du vecteur pGFPtpz-N1 (Packard, Meriden, CT) insere 
dans le site EcoRV du vecteur pcDNA3/CMV. Le vecteur pcDNA3-OB-RGRP- 
20 YFP a ete obtenu par insertion du fragment BamH1/BspE1 du vecteur 
pCDNA3-OB-RGRP non-stop dans le vecteur pcDNA3-YFP dig6re avec les 
enzymes BamH1 et Age1. 

La construction pcDNA3-GFP-OB-RGRP-Luc a 6te obtenue par insertion du 
fragment OB-RGRP-Luc du vecteur pcDNA3-OB-RGRP-Rluc coupe par 
25 EcoR1, dans le site EcoR1 du vecteur pcDNA3-YFP. Le codon stop de la 
YFP a 6t6 6limin6 par mutagendse dirig6e. 

Le vecteur 6Myc-OBR-GRP (4TM) a 6te obtenu par insertion du fragment 
6myc du vecteur pCDNA3-RSV-6Myc, dans les sites BamH1 et EcoR1 du 
vecteur pCDNA3-OBRGRP. Les differentes d6l6tions d'OB-RGRP (2 et 3 TM) 
30 ont 6t6 obtenus par PCR et insertion dans le vecteur pcDNA3 dans les sites 
EcoR1 et Xba1. La sequence codante de MY047 a 6t6 obtenue par RT-PCR 
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sur des ARNm d'origine humaine. Le fragment PCR a ete dig6r6 par les 
enzymes de restriction EcoR1/Xba1 et insert dans le vecteur pcDNA3- 
Topaze coup6 par les memes enzymes. Le codon stop de la YFP a ensuite 
ete elimin6 par mutag6n6se dirig6e pour obtenir le vecteur pcDNA3-YFP- 
5 MY047. Le vecteur pcDNA3-MY047-YFP £ 6t6 obtenu par insertion du 
fragment d'ADN obtenu par PCR sur le vecteur pcDNA3-YFP-MY047 et 
coupe par BamH1, puis insere dans le vecteur pcDNA3-YFP coup6 par la 
meme enzyme. L'insertion du meme fragment dans le vecteur pcDNA3-Rluc 
coupe par BamH1 a permit d'obtenir le vecteur pcDNA3-MY047-Rluc. Deux 

10 reactions de PCR consecutives ont etes r6alisees pour obtenir une 
amplification du promoteur U6 de souris suivi de la sequence ARNi en 
epingle a cheveux de s6quence SEQ ID N°42. Dans la premiere reaction, un 
premier couple d'amorces : U6 sens, 5'- 

CCATCTAGGCCAAGCTTATCCGACGCCGCCATCTC-3 , SEQ ID N°41 et 

15 celle correspondant £ la sequence sens de fa cible suivie d'une sequence 
formant la boucle (SEQ ID N°39). Ce produit de PCR a ensuite §t6 utilise 
dans une seconde reaction avec le meme primer sens (U6 sens) et avec une 
seconde amorce correspondant a la sequence anti-sens de la cible pr6c6d6e 
de la meme sequence formant la boucle (SEQ ID N°40). Les differents 

20 produits de PCR correspondant aux differents ARNi en 6pingle a cheveu ont 
ete ins6r6 dans le vecteur PCR3.1 a I'aide du kit TA-cloning (INVITROGEN 
Groningen, Pays-bas), pour donner les plasmides PCR3.1-RNAi 14. 
Toutes les constructions ont 6t§ v6rifiees par s^quengage. 

Culture cellulaire et transfection. 

25 Les cellules HEK 293, COS-7- et HeLa ont ete cultiv6es dans du DMEM 
supplements avec 10 % (v/v) de SVF, 4,5 g/litre de glucose, 100 U/ml de 
penicilline, 0,1 mg/ml de streptomycine, 1 mmol.L-1 de glutamine (tous de 
Life Technologies, Gaithersburg, MD). Les transfections transitoires ont 6te 
realis6es avec I r^actif FuGene 6 (Roche, Basel, Suisse) selon les 

30 instructions du fournisseur, sauf pour les cellules Ltk. Ces dernieres ont ete 
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transferees par la technique d DEAE Dextran : I s cellules sont rinc6es 
deux fois au PBS puis 1 ml d'un melange de 2\sg d'ADN, DMEM, Hepes 
20 mM, 4,5 g/litre de glucose et 200pg de DEAE-dextran est ajoute sur les 
cellules. Apres une incubation de 8 heures, le milieu est retire puis les 
5 cellules sont incubees pendant r30 n avec 1 ml de DMEM, 4,5 g/litre de 
glucose et 10 % DMSO. Les cellules sont finalement rinc6es puis incubees 
avec le milieu de culture. 

Preparation des membranes et solubilisation. 

Les membranes ont 6t6 pr6parees comme d6crit pr6cedemment (19), et 
10 resuspendues dans du Tris 75 mmol.L-1 (pH 7,4), du MgCl2 12,5 mmol.L-1, 
et EDTA 5 mmol.L-1 et immediatement utilis6es dans des experiences de 
BRET. 

SDS PAGE et Western-blot. 

Les lysats totaux ont etes prepares par lavage des cellules une fois au PBS 
15 froid (pH 7,4) et denatures par I'ajout de tampon de d6pot (30mmol.L-1 Tris 
HCI pH 6,8, 1 % glycerol 5 % SDS, 50 mmol.L-1 DTT et 0,05 % bromophenol 
blue). Les lysats totaux ou les immunopr§cipites ont 6t§ incub§s pendant 
10 minutes a 90°C puis deposes sur gel d'acrylamide 10 % pour une 
separation par 6lectrophorese (SDS-PAGE). Les proteines ont alors 6te 
20 transferees sur une membrane de nitrocellulose et r6vel6es par des anticorps 
primaires sp6cifiques : anti-YFP (8367-1 Living Colors) au 1/200eme, anti- 
myc A14 (sc-789 TEBU Peprotech Santa Cruz Biotechnology) au 1/5006me, 
puis un anticorps secondaire couplg a la peroxydase (IgG de ch^vre anti- 
lapin ; Jackson Immunoresearch Laboratories, Inc., West Baltimore Pike) au 
25 1/10000eme. Les bandes immuno-r6actives ont 6t6 revel6es par un kit ECL 
(Pharmacia Biotech). 

Immunoprecipitation. 

Deux jours apres la transfection, les cellules ont §t£ Iav6es une fois au PBS 
froid, et les prolines ont 6t6 extraites par une incubation pendant 15 minutes 
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dans du tampon de lyse (PBS 1X, Nonidet P40 1 %, Sodium Desoxycholate 
0,5 %, SDS 0,1 %, NaN3 0,02 %, benzamidine 10 mg.L-1 et des inhibiteurs 
de trypsine 5 mg.L-1). Le lysat a 6t6 centrifuge a 18000 g pendant 15 min et 
le surnageant a ensuite ete incube pendant 3 heures a 4°C avec un anticorps 
5 anti-myc couple a des billes d'agarose (sc-40AC TEBU preprotech, Santa 
CRUZ Biotechnology). Les precipites ont 6te laves trois fois avec du tampon 
de lyse froid puis denatures avec du tampon de depot pour SDS-PAGE. 

Experiences de radioliaison. 

Les experiences de radioliaison ont ete r6alisees comme decrit 

10 pr6c6demment (Barr et al. (1999) J Biol Chem, 274, 21416-21424), avec de 
legeres modifications. Pour determiner la liaison de la leptine en surface, les 
cellules cultivees en plaques 6 puits ont 6t6 lavees deux fois au PBS froid et 
incub6es dans le tampon de liaison (DMEM, 25 mmol.L-1 Hepes pH 7,4, 1 % 
BSA) contenant 100000 cpm/puit de 125 l-leptin (PerkinElmer life sciences, 

15 Paris, France) en presence ou non de 200 nmol.L-1 de leptine (PeproTech 
Inc, USA) pendant 4 h & 4°C. Les cellules ont 6t6 lavees deux fois au PBS 
froid, puis lysees dans du NaOH 1N, et la radioactivite a 6te determinee dans 
un compteur y. Pour determiner la liaison totale de la leptine, les cellules 
cultivees dans des boites de 10 cm de diametre ont ete solubilis6es dans 1,5 

20 ml de tampon de liaison contenant 0,15% de digitonine pendant 2 h a 4°C. 
Les extraits ont et6 centrifuges 30 min d vitesse maximale et a 4°C. Les 
surnageants (0,2ml) ont 6t6 incubes avec 100000 cpm de 125 l-leptine en 
presence ou non de 200 nmol.L-1 de leptine, dans un volume total de 0,25 ml 
en rotation constante & 4°C pendant une nuit. 0,5 ml de y-globuline (1,25 

25 mg/ml) et 0,5 ml de polyethylene glycol 6000 (25 % p/v) ont 6t6 ajoutes pour 
precipiter les complexes r6cepteurs-ligands, qui on 6t6 centrifuges ^ 17000 g 
pendant 3 min. Le culot a 6t6 Iav6 une fois avec 1ml de polyethylene glycol 
6000 (12 % p/v) et la radioactivite a 6t6 determinee dans un compteur y. 
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Test d'activati nd sg' nes rapporteurs. 

Les cellules HeLa cultivees dans des puits de plaques 6 puits ont ete co- 
transfectees avec 500 ng d'un plasmide rapporteur exprimant la luciferase de 
firefly sous le controle d'eiements de r6ponse pour les facteurs STAT3 ou 
5 STATS, (gift of Dr. Levy, Universite de New York, New York, USA), 250 pg du 
vecteur d'expression pcDNA3-luciferase de Renilla (utilise comme standard 
interne entre les 6chantillons) et avec 500 ng des differents vecteurs 
d'expression des OB-R ou le vecteur seul. 48 h apr6s la transfection, les 
cellules ont et& mises a jeun pendant une nuit dans du milieu Otpimem 
10 (Invitrogen, Groningen, Pays-bas) contenant 1 % de BSA, avant stimulation 
ou non par 10 nmol.L-1 de leptine pendant 48 h. Les cellules ont alors 6te 
lavees une fois au PBS puis lysees dans du tampon de lyse passif (Promega 
Corporation, Madison, Wl) pendant 15 min & temperature ambiante. Les 
lysats totaux ont ete centrifuges pendant 2 min d 15000 g et les surnageant 
15 ont ete utilisees dans un test de mesure de luciferase (Dual Luciferase Assay 
System de Promega Corporation, Madison, Wl) en utilisant un luminometre 
Berthold (Lumat LB 9507). Les resultats sont exprim6s en rapport des 
activites de la luciferase de firefly sur la luciferase de Renilla. 

Mesures de BRET en microplaques. 

48 h apr£s transfection, les cellules COS-7, HeLa ou HEK 293 exprimant les 
proteines de fusions des OB-R ont ete detachees et lavees dans du PBS. 1- 
2x1 0 5 cellules ont ete distribuees dans des puits de plaques optiplate (96 
puits, Packard Instrument Company, Meriden, CT) en presence ou non des 
ligands et incub6es d 25°C. De fagon alternative, nous avons proc6d6 de la 
meme fa?on avec des membranes pr6par6es d partir des cellules exprimant 
les differentes constructions. Le substrat, la Coelenterazine h (Molecular 
Probes, Eugene, OR) a 6t6 ajoute a une concentration finale de 5 ^mol.L-1 et 
les lectures ont 6t6 r6alis6es avec un lumino/fluorimetre Fusion™ (Packard 
Instrument Company, Meriden, CT) qui permet la mesure de la luminescence 
a travers deux filtres (filtre Luciferase: 485 ± 10 nm; filtre YFP: 530 ± 12.5 
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nm). Le rapport de BRET a et6 d6fini comme la difference demission a 
530 nm/485 nm des cellules co-transfectees avec les proteines de fusion Luc 
et YFP et remission d 530 nm/485 nm de la proteine de fusion Luc 
transfectee seule dans les cellules. Les r£sultats sont exprimes en unites de 
5 milliBRET (mBU), 1 mBRET correspond aux valeurs des differences des 
ratios multiplies par 1000. 

RT-PCR. 

Les ARN totaux ont 6te extraits par la methode de Chomczynski et Sacchi 
(Chomcynzki P., et Sacchi N. (1987) Anal. Biochem. 162, 156-159). 1 pg 

10 d'ARN est denature pendant 5 minutes d 68°C puis refroidit brutalement 
pendant 5 min d 4°C. L'^chantillon denature est reverse-transcrit pendant 1 h 
a 37°C dans 20 pi de milieu reactionnel RT (5pmol.L-1 PdN6, 10pmol.L-1 
DTT, 50mmol.L-1 Tris-HCI pH=8,3, 75mmol.L-1 KCI, 5mmol.L-1 MgCI2, 500 
pmol.L-1 dNTP, 200U RT-MMLV). Un aliquote de 2,5 pi de cette reaction est 

15 utilise pour une reaction de PCR dans un volume final de 25pl (40mmol.L-1 
Tris-HCI pH 8,4; 100 mmol.L-1 KCI; 1,5 mmol.L-1 MgCI2; 0,2mmol.L-1 de 
chaque dNTP; 0,141 mmol.L-1 d'amorces sp6cifiques d'OB-RGRP (sens 
humain: CCGTGGCAGGAAGC SEQ ID N°43, sens murin: 
GCAGCGACAGCCCCAGCTCC SEQ ID N°44 antisens: 

20 CAGCCACACGAGCAAG SEQ ID N°45), et 0,035mmoLL-1 d'amorces 
sp6cifiques de la glyceraldehyde phosphate dehydrogenase (GAPDH) 
(sens: GGAGAAGGCTGGGGC SEQ ID N°46, antisens: 
G ATG G C ATG G ACTGTG G SEQ ID N°47) et 2,5U de TAQ DNA polymerase). 
Le protocole suivant a 6t6 utilise pour la reaction de PCR: D6naturation 

25 initiate de 3 min a 94°C, puis 22 a 30 cycles de d6naturation (20 sec a 94°C), 
hybridation (20 sec d 59°C), elongation (20 sec a 72°C) suivie par une 
elongation finale de 7 min & 72°C. 

Un aliquote de la reaction de PCR est d6pos6 sur un gel d'agarose & 2% pour 
separer les produits de la reaction par electrophorese. Les tallies attendues 
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des fragments de la GAPDH et d'OBR-GRP sont respectivement de 229 pb 
et 334 pb. 

Synthese d'oligonucleotides 

Les oligonucleotides ont 6t6 synthetis6s sur synthetiseur automatique d'ADN 
5 (module 8909 "Expedite MOSS" d'Applied Biosystems) par chimie standard 
de phosphoramidites et oxydation d I'iode. La dem§thylation a ete effectuee 
par une solution a 0,2 mol.L-1de 3H-1,2-benzodithiole-3-one 1,1 -dioxide dans 
I'acetonitrile pendant 120 s. Le detachement du support et la deprotection ont 
ete realises en ammoniac concentre (18 h a 55°C), puis les oligonucleotides 
10 ont etes purifies par precipitation. Le produit de deprotection a ete precipite 
par 10 volumes de 1-butanol; le culot repris dans un volume de NaCI a 0,3 
mol.L-1a ete reprecipite par I'addition de 4 volumes d'ethanol. 

L'analyse par gel de polyacrylamide d 20 % (en tampon uree 8 mol.L-1et Tris- 
borate 454 mmol.L-1 a pH 7,0) a montre une proportion superieure £ 80 % de 
15 produit de longueur attendue. 

Transfection des OligoDesoxyNucleotides antisens et du duplex d'ARN 
interferant synthetiques. 

Pour la transfection de 300 000 cellules cultiv^es dans un puit de plaque 6 
puits, 10 pL d'ODN antisens a 20 pmol.L-1 ou 10 pL du duplex d'ARN 

20 interf6rant a 20 pM ont ete ont ete dilu§s dans 175 pL de DMEM. 3 pL 
d'oligofectamine (Invitrogen, Groningen, Pays-bas) et 12 pL de DMEM ont ete 
incubes dans un second tube pendant 10 min d temperature ambiante. Le 
melange oligofectamine / DMEM est alors ajoute ^ TODN antisens dilue, 
vortexe et incube 20 min a temperature ambiante. Pendant ce temps, les 

25 cellules sont lavees une fois au PBS, une fois au DMEM, puis recouvertes de 
800 pi de DMEM. Le melange ODN / oligofectamine a alors ete ajoute goutte 
a goutte sur les cellules et incube 4h a 37°C avant Tajout de 500 pi de DMEM 
suppiemente avec 30 % de serum. 
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Exemple 1 : T pol gi et localisation cellulaire d'OB-RGRP. 

Pour etudier la topologie et la localisation subcellulaire d'OB-RGRP, nous 
avons 6tiquete la proline avec le variant jaune de la Green Fluorescent 
Proteine (YFP) a rextr6mite de sa queue C-terminale. La proteine de fusion a 
5 ete exprimee dans les cellules HeLa et sa localisation a ete determinee par 
microscopie de fluorescence. 

Les r6sultats montrent que la proteine de fusion est ciblee preterentiellement 
au niveau des membranes p6rinucl6aires et dans des vesicules 
intracellulaires. Des resultats similaires ont ete observes dans les cellules 

10 HEK. Aucune co-localisation avec des proteines cytoplasmique et nucteaires 
n'ont ete observes, confirmant la localisation d'OB-RGRP au niveau de 
membranes (non montre). La nature exacte du compartiment membranaire a 
ete determine par des etudes de co-localisation avec des marqueurs 
sp6cifiques de compartiment subcellulars. Une forte co-localisation a 6te 

15 observ6e avec la chaTne invariante des proteines de classe II du CMH, un 
marqueur du compartiment endocytique. 

L'analyse initiale de la topologie d'OB-RGRP suggerait une organisation en 3 
domaines transmembranaires (TM) Bailleul et al (1997) Nucleic Acids 
Research 25, 2752-2758). Une organisation similaire a 6te propos£e pour 

20 MY047 (Huang et al. 2001) Biochimica et Biophysica acta. Gene structure 
and expression 327-331). Cependant, une nouvelle analyse du profil 
d'hydrophobicite des differentes sequences proteiques disponibles pour OB- 
RGRP et MY047 est aussi compatible avec un module ^ 4 TM (Fig. 2). La 
topologie differe profond6ment entre ces deux modeles. Dans le module a 3 

25 TM, les extr6mites N- et C-terminales sont localisees de chaque cote de la 
membrane, alors que dans le modele d 4 TM, les deux queues sont orientees 
du meme cote de la membrane (Fig. 3a). Pour determiner le bon module, 
nous avons utilis6 la rrtethode de transfert d'6nergie par resonance (BRET), 
qui a r6cemment ete d6v lopp6e pour suivre les interactions proteine- 

30 proteine dans les cellules vivantes(Xu et al. (1999) Proc Natl Acad Sci U S A 
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96, 151-156) . Dans le cas d'une proximite physique (< 100 A) entre les deux 
proteines interagissant, un transfert d'6nergie peut avoir lieu entre le donneur 
d'energie (Luc) et I'accepteur d'6nergie (YFP), fusionnes aux deux proteines 
d'interet. Nous avons 6tiquete la queue N-terminale d'OB-RGRP avec la YFP, 
5 la queue C-terminale avec la Iucif6rase, et nous avons observS le transfert 
d'energie par des mesures de BRET avec cette double proline de fusion. Le 
modele a 3 TM ne permet pas de transfert puisque les deux partenaires de 
BRET sont s6pares par la bicouche lipidique. Le modele & 4 TM au contraire 
prevoit un fort transfert d'6nergie puisque les deux partenaires sont localises 
10 du meme cote de la membrane. Comme montre dans la figure 3b, un tr6s fort 
transfert d'energie a 6t6 detects pour la double proteine de fusion dans les 
cellules intactes, indiquant qu'OB-RGRP poss^de 4 TM. 

* 

L'ensemble de ces r6sultats sugg^re qu'OB-RGRP est une proteine 
membranaire & 4 domaines transmembranaires, possedant 3 courtes boucles 
15 et des extremites N- et C-terminales courtes orientees du meme cote de la 
membrane. OB-RGRP est majoritairement localis6e dans des compartiments 
intracellulars. 

Exemple 2: Oligomerisation d'OB-RGRP. 

L'oligomerisation est une propri£t£ commune a differentes proteines y 
20 compris des proteines membranaires comme les r6cepteurs tyrosine kinase, 
les recepteurs aux cytokines et les phosphotyrosines phosphatase. II a ete 
montre que cette oligomerisation joue un role important dans la fonction de 
ces proteines. Pour obtenir des 6l6ments dans la fonction d'OB-RGRP, nous 
avons voulu savoir si cette proteine oligomerise. 
25 OB-RGRP a 6te etiquette avec la YFP a sa queue C-terminale et exprimee 
dans des cellules HeLa. Les proteines ont 6t6 separees par electrophor^se 
sur gel de polyacrylamide en condition d6naturante (PAGE-SDS) et des 
experiences d'immunoblot ont 6t6 r£alis6es avec un anticorps anti-YFP. La 
figure. 4a r£v6le plusieurs bandes sp6cifiques d'OB-RGRP-YFP, 
30 correspondant a des formes monom6riques, dimeriques et des complexes 
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oligom6riques. Des r6sultats similaires ont 6te obtenus avec OB-RGRP 
6tiquet6e en N-terminal soit avec la YFP ou un epitope myc (Fig. 4 a,b). La 
formation des oligomeres d'OB-RGRP a 6t6 observ6e sur des extraits 
cellulaires totaux apres immunoprecipitaion. Utilisation d'un cross-linker sur 
5 les cellules entieres, stabilise les complexes dimeriques, indiquant que la 
forme dim6rique est la forme predominate d'OB-RGRP dans les cellules 
intactes (Fig. 4a). 

De fa$on surprenante, OB-RGRP a des propri6t6s inattendues puisque les 
oligomeres sont stables en presence de differents agents d6naturant et/ou 

10 dissociant comme le SDS 5 %, le Triton X-100 1 %, le Nonidet P40 1 %. la 
digitoninl %, le DTT 50 mmol.L" 1 et le p-mercaptoethanol 2 %. Cependant, 
des observations similaires ont 6te obtenues pour d'autres proteines 
membranaires comme la glycophorine A et les r6cepteurs p2-adrenergiques 
couples aux proteines G. Des etudes sur ces proteines montrent 

15 respectivement que des motifs LIXXGVXXG et LXXXGXXXGXXXL dans les 
domaines transmembranaires sont essentiels pour la formation des 
oligomeres. Des motifs similaire ont 6t6 identifies dans les regions 
membranaires d'OB-RGRP. 

Pour identifier les determinants moleculaires impliques dans la dimerisation, 
20 nous avons realise des constructions d'OB-RGRP presentant des deletions 
progressives de la queue C-terminale (Fig. 5). Une construction contenant les 
deux premiers TM potentiels perd la capacity de former des oligomeres. 
L'addition du 3 6me TM restaure la possibility de former des dimferes. 
Cependant, le profil complet d'oligomerisation a seulement et6 obsen/6 en 
25 presence des 4 TM potentiels. 

Les oligomeres de proteines membranaires peuvent etre des artefacts induit 
durant la preparation des echantillons (solubilisation, denaturation etc.). C'est 
pourquoi il est important de verifier Toligomerisation des proteines dans des 
cellules vivantes. Les techniques de transfert d'energie developpees 
30 recemment comme le BRET permettent de suivre de telles interactions 
proteines-proteines dans les cellules vivantes. Des proteines de fusions 
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cTOB-RGRP avec la luciferase et la YFP ont 6t6 utilisees pour suivre 
I'oligomerisation d'OB-RGRP dans les cellules vivantes. La co-expression 
des constructions OB-RGRP-YFP ou YFP-OB-RGRP avec la construction 
OB-RGRP-Luc induit un transfert d'energie (Fig. 6a). La sp6cificit6 de cette 
5 interaction a §te montr6e par Pabsence de transfert d'6nergie lors de la co- 
expression avec deux prot6ines de fusions differentes : la parrestine2- 
YFP(Angers et al. (2000) Proc Natl Acad Sci U S A 97, 3684-3689) , ou le 
recepteur MT2 de la m6latonine-Luc (Ayoub et al. (2002) J Biol Chem 277, 
21522-21528) . Nous avons alors exprimes differents rapports des 

10 partenaires de BRET (Fig. 6b). Le signal de BRET est augments de fa?on 
hyperbolique en fonction du ratio OB-RGRP-YFP / OB-RGRP-Luc, atteignant 
une asymptote qui correspond d la saturation des molecules donneurs 
d'energie (OB-RGRP-Luc) par les molecules accepteurs (OB-RGRP-YFP), ce 
qui est attendu dans le cas d'une interaction specifique. 

15 Collectivement, ces r6sultats montrent qu'OB-RGRP est une proteine 
membranaire dim6rique qui peut aussi etre engagees dans des complexes 
oligomeriques de plus haut poids moleculaire. Les 3eme et 46me domaines 
transmembranaires potentiels semblent etre important pour la formation des 
oligomferes. 

20 Exemple 3: Interaction entre les OB-R et OB-RGRP et MY047. 

Nous avons utilise la technologie de BRET pour etudier une possible 
interaction entre les OB-R et OB-RGRP dans les cellules vivantes. Un 
transfert d'energie a 6t§ observe de fagon constitutive dans les cellules co- 
exprimant la construction OB-R s -Luc et la construction OB-RGRP-YFP 

25 indiquant une proximity des partenaires d'interaction (Fig. 7). Les memes 
resultats ont 6t6 obtenus dans des cellules co-exprimant OB-R s -Luc et la 
construction MY047-YFP, ainsi que dans Torientation inverse : dans des 
cellules co-exprimant OB-RGRP-Luc et OB-R s -YFP, ou dans des cellules co- 
exprimant MY047-Luc et OB-R s -YFP. La sp6cificit6 de ces interactions £ ete 

30 confirmee par Tabsence de transfert d^nergie entre OB-R s -Luc, OB-RGRP- 



Luc, MY047-Luc et une construction du recepteur de I'insuline etiquete avec 
la YFP(Boute et al. (2001) Mol Pharmacol 60, 640-645) , ainsi que dans 
I'orientation inverse: par I'absence de transfert d'energie entre une 
construction du recepteur de I'insuline etiquete avec la Luc et les 
5 constructions OB-R s -YFP, OB-RGRP-YFP et MY047-YFP. La co-expression 
d'OB-Rs-Luc et une construction d'OB-RGRP ou de MY047 presentant 
I'etiquette YFP en N-terminal ne provoque pas de signal significatif, 
confirmant la specificite de I'interaction avec OB-RGRP-YFP et MY047 et 
indique que I'extremite N-terminale d'OB-RGRP et MY047 doit etre impliquee 
10 dans I'interaction avec OB-R. 

Aucun transfert d'energie significatif n'a ete observe dans les cellules co- 

exprimant les constructions OB-R|-Luc et OB-RGRP-YFP ou YFP-OB-RGRP. 

Ceci n'est pas du a une absence cTexpression fonctionnelle OB-R|-Luc 
puisqu'un signal de BRET sp6cifique a 6te observe dans des cellules co- 
15 exprimant OB-R|-YFP pour suivre la dimerisation des OB-R. L'absence de 

BRET entre les proteines de fusions OB-R|-Luc et OB-RGRP-YFP n'exclue 

pas une interaction directe entre ces deux proteines puisque cela peut etre 
explique par le fait que la distance entre les deux partenaires de BRET (Luc 
et YFP) soit plus importante que 100 A, la distance maximale permettant 
20 d'obtenir un transfert. Cela doit etre le cas puisque les extr6mites N- et C- 
terminales d'OB-RGRP doivent etre localis6es proche de la r6gion 

transmembranaire des OB-R, alors que Pextr6mite C-terminale d'OB-Ri doit 

plus probablement pointer vers le cytoplasme ci cause de sa longue queue 
intracellular d'environ 300 acides amines. Etant donne que les isoformes 
25 courte et longue des OB-R partagent les memes regions trans- et juxta- 
membranaire et que Interaction d'OB-RGRP avec OB-R s est localis6e a ce 

niveau, il est probable qu'OB-RGRP interagisse avec OB-R| de la meme 

manure qu'avec OB-R s . 
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Exemple 4; Effet de la sur xpr ssion d'OB-RGRP sur la siqnalisati n 
des OB-R. 

Des constructions contenant des elements de reponse pour STAT3- ou 

■ - 

STAT5-en amont cTun gene reporter Iucif6rase ont 6t6 co-exprim6es avec 

5 OB-R| en absence ou en presence de differentes constructions d'OB-RGRP 

(Fig. 8). Les deux constructions ont 6te activ6es par la leptine de fagon dose 
d6pendante avec un EC50 d'environ 50 pM. Des r£sultats similaires ont ete 
obtenus dans des cellules HEK 293 exprimant de fagon stable un g&ne 
rapporteur pour STAT3. La surexpression de diff6rentes constructions d'OB- 
10 RGRP n'a pas eu d'effet reproductible sur cette activation indiquant qu'OB- 
RGRP n'est pas un facteur limitant. 

Exemple 5: Effet de la surexpression d'OB-RGRP sur I'expression des 
OB-R a la surface. 

Dans des levures knock-out pour OB-RGRP (Vps55), le transport de 
15 proteines est perturbe entre le golgi et les vacuoles (Belgareh-Touze et al. 
(2002) Molecular Biology Of The Cell 13, 1694-1708). Bien que les OB-R soit 
actives uniquement lorsqu'ils sont exprim6s £ la membrane plasmique, une 
quantite importante de recepteurs est accumulee dans des compartiments 
intracellulaires (Barr, et al. (1999) J Biol Chem, 274, 21416-21424)(Lundin et 
20 al. (2000) Biochimica et Biophysica Acta 1499, 130-138). C'est pourquoi nous 
avons test6 les effets de la surexpression d'OB-RGRP sur I'expression des 
OB-R a la surface des cellules. 

La repartition des recepteurs d ete etudiee par des experiences de liaison de 
125 l-leptine. En accord avec d'autres auteurs (Barr et al. 1999), nous avons 

25 montre que seulement 10 - 20 % des rScepteurs OB-R| et OB-R s sont 

exprim§s a la surface de cellules COS transfect6es (Fig. 9) et des cellules 
HeLa. Ce n'est pas un artefact due d ('expression de recepteurs xogenes 
car des valeurs similaires sont obtenues dans des cellules HEK 293 
exprimant des r6cepteurs endog6nes OB-R (Fig. 9). La surexpression d'OB- 
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RGRP n'a pas montre d modification de la quantite totale dans les cellules, 
et le % de r6cepteurs exprim6s 3 la surface (Fig. 9). 

Exemple 6 : Caracterisation de desoxynucleotides antisens specifiques 
d'OB-RGRP 

* 

5 OB-RGRP semble avoir une expression ubiquitaire, c'est pourquoi la 
diminution de 1'expression de cette proteine a 6te choisie comme approche 
alternative pour etudier son role dans la fonction des OB-R. Quatorze 
antisens specifiques pour OB-RGRP (AS 1 a 14; SEQ ID N°22 a SEQ ID 
N°34 et SEQ ID N°2) et deux antisens al6atoires (AS 15 et 16 ; SEQ ID N°35 

10 et SEQ ID N°36) ont ete choisis (voir Figure 1), synth6tis6s puis testes pour 
leur capacity a inhiber I'expression d'OB-RGRP par des experiences de RT- 
PCR semi-quantitative dans les cellules HeLa exprimant OB-RGRP de fapon 
endogene (Fig. 10). Seul un de ces antisens (AS-14), derive de la region 3' 
non traduite de I'ARNm d'OB-RGRP interfere avec I'expression d'OB-RGRP. 

15 Le marquage de cet antisens avec le fluorophore Cy3 a permit de montrer 
que I'ensemble des cellules etait transfecte avec nos conditions 
experimentales, lors de nos differentes experiences. 

Exemple 7: Effet des diffe rents ARN interfe rants sur le niveau des 
messaqers d'OB-RGRP observes par RT-PCR semi-quantitative. 

20 Afin de diminuer Texpression d'OB-RGRP, une approche alternative a ete 
d'utiliser des ARN interferant.Pour cela, nous avons utilise d'une part, une 
sequence candidate ARN interf§rant synthetique dirigge a la fois contre la 
sequence humaine et murine (figure 11a); et d'autre part, un vecteur 
(PCR3.1-RNAi 14) exprimant un ARN interferant en epingle a cheveux dirige 

25 contre une sequence murine d'OB-RGRP (figure 11c). 

La capacit6 des ARNi £ diminuer I'expression d'OB-RGRP endogene d 6te 
test6e par RT-PCR. 

L'ARNi synthetique transfect6 dans des cellules HELA (d'origine humaine) 
provoque une diminution de I'expression d'OB-RGRP humaine. 



I* 
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La transfection du vecteur PCR3.1-RNAM4 provoque le meme effet dans 
des cellules L (d'origine murine). 

Exemple 8: Effet de I'antisens specifique d'OB-RGRP sur la 
signalisation et I'expression en surface des OB-R, 

5 Les cellules HeLa ont d'abord 6te co-transfectees avec les vecteurs 

d'expression d'OB-R| et le g£ne rapporteur pour STAT3 puis avec les 

antisens. La leptine provoque une augmentation de I'activation basale du 
gene rapporteur pour STAT 3 d'environ 1,5 fois dans les cellules centrales 
sans antisens, ou avec un antisens controle (AS16) (Fig. 12). Dans les 

10 cellules transferees avec I'antisens specifique pour OB-RGRP (AS-14), la 
signalisation basale et stimulee par la leptine est relativement augmentee par 
rapport aux conditions controles. Ceci montre que I'activation de la voie 
JAK/STAT est augmentee dans les cellules presentant une diminution de 
Texpression d'OB-RGRP. Ces observations peuvent etre expliqu6es par un 

15 effet inhibiteur d'OB-RGRP sur I'activite basale et stimulee des OB-R, et dans 
ce cas, OB-RGRP peut etre consid£r£e comme un regulateur de la 
signalisation des OB-R. Une autre alternative est qu'OB-RGRP pourrait 
reguler I'expression des recepteurs en surface en limitant le nombre des OB- 
R atteignant la surface des cellules. Ceci est en accord avec le fait que 

20 seulement 10 a 20 % des recepteurs exprimes atteignent la surface cellulaire. 
Dans cette hypothese, la diminution de Texpression d'OB-RGRP devrait 
augmenter le nombre de recepteurs d la surface des cellules, ce qui devrait 
augmenter la signalisation par ces recepteurs. Pour tester cette hypothese, 

nous avons quantifie le nombre de recepteurs OB-R| et OB-R s exprim6s £ la 

25 surface des cellules en presence (controle) et en absence (AS-14) d'OB- 
RGRP (Fig. 13). La transfection de I'antisens al6atoire n'a pas montr§ d'effet 
sur le nombre de recepteurs exprimes a la surface des cellules, alors que 
cede de I'antisens specifique (AS-14) a provoque une augmentation de 3 fois 
du nombre des OB-R exprim6s d la membrane plasmique. Des r£sultats 
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similaires ont et§ obtenus dans des cellules HeLa non transferees exprimant 
des recepteurs endogenes. Dans ces conditions exp6rimentales, le nombre 
total de recepteurs, mesur6 par des experiences de liaison de 125 l-leptine l n'a 
pas montr£ de variations significatives. 
5 L'ensemble de nos resultats est consistant avec le role d'OB-RGRP chez la 
levure, dans le transport des proteines. L'augmentation de Texpression en 
surface des OB-R semble impliquee dans ('augmentation de la signalisation 
observee. Cependant, nous ne pouvons pas totalement exclure I'hypothdse 
qu'OB-RGRP r6gule directement I'activite des OB-R. L'application d'antisens 

10 specifiques diriges contre OB-RGRP devrait etre utile pour augmenter la 
signalisation des OB-R dans les d6sordres associes & la leptine, comme 
I'obesite humaine ou Ton observe une resistance a la leptine, caracterisee par 
une r6ponse inadaptee a cette hormone. Uaugmentation de Texpression des 
recepteurs a la surface des cellules et de leur signalisation doit etre 

15 importante pour augmenter la r6ponse £ la leptine dans le cas de I'obesite 
humaine, premi£rement par augmentation du transport de la leptine vers le 
cerveau a travers la barri6re h6mato-enc6phalique et deuxiemement par une 
augmentation de la signalisation des OB-R au niveau de ('hypothalamus. 
Uinteraction entre OB-RGRP et OB-R s laisse supposer que Taction d'OB- 

20 RGRP se fait par cette interaction directe avec les recepteurs et qu'empecher 
celle-ci peut conduire a reproduire les effets de I'ODN antisens sp6cifique. 
Nous proposons d'utiliser le test de BRET des interactions entre OB-RGRP et 
OB-R Sj et MY047 et OB-R s d6crit plus haut, comme test de criblage de 
mol6cules pouvant moduler cette interaction. Ce test pourra etre r6alis6 soit 

25 sur des cellules entieres ou permeabilis6es, co-exprimant les proteines de 
fusions des partenaires de BRET d'OB-RGRP et d'OB-Rs ou de MY047 et d' 
OB-R S) soit sur des fractions membranaires issues de ces cellules. 
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REVENDICATIONS 

1. Oligonucleotide 6ventuellement modifi6 comprenant de 8 a 50 
nucleotides qui hybride de mantere sp6cifique £ la sequence SEQ ID N° 1 

5 et inhibe Texpression de OB-RGRP. 

2. Oligonucleotide selon la revendication 1 caracterise en ce qu'il favorise 
I'expression des r6cepteurs de la leptine a la surface cellulaire. 

10 3. Oligonucleotide selon Tune des revendications 1 et 2 caracterise en ce 
qu'il est un antisens. 

4. Oligonucleotide selon Tune des revendications 1 £ 3 caracterise en ce 
qu'il comprend une sequence pr6sentant une identite d'au moins 60 % 

15 avec la sequence SEQ ID N° 2. 

5. Oligonucleotide selon Tune des revendications 1 a 3 caracterise en ce 
que des nucleotides sont thioest6rifi6s. 

20 6. Oligonucleotide selon Tune des revendications 1 a 3 caracterise en ce 
que des nucleotides sont 2' 0-m6thyles. 

7. Oligonucleotide selon Tune des revendications 1 £ 3 caracterise en ce 
qu'il presente un residu triethyieneglycol d son extremite 3'. 

25 

8. Oligonucleotide selon Tune des revendications 1 a 3 caracterise en ce 
qu'il est simple brin. 

9. Oligonucleotide selon I'une des revendications 1 £ 8 caracterise en ce 
30 qu'il comprend une sequence pr6sentant une identite d'au moins 60 % 

avec la sequence SEQ ID N°2, dans laquelle les nucleotides en positions 
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2, 4, 6, 7, 9, 11, 13, 15, 17, 19 et 20, dans le sens 5' vers 3\ sont 
thioest6rifi6s. 

10. Oligonucleotide selon Tune des revendications 1 a 8 caracterise en ce 
5 qu'il comprend une sequence presentant une identity d'au moins 60 % 

avec la sequence SEQ ID N°2, dans laquelle les nucleotides en positions 
1, 2, 3, 4, 5, 16, 17, 18, 19 et 20, dans le sens 5' vers 3\ sont 2' O- 
m6thyl6s. 

10 11. Oligonucleotide selon Tune des revendications 1 & 10 caract6ris6 en ce 
qu'il est un ADN. 

12. Oligonucleotide de type ARNi comprenant de 10 a 60 nucleotides 
caracterise en ce qu'il hybride de maniere specifique a la sequence SEQ 

15 ID N° 21 et inhibe I'expression de OB-RGRP. 

13. Oligonucleotide selon la revendication 12 caracterise en ce qu'il est un 
ARN double brin. 

20 14. Vecteur exprimant un oligonucleotide selon Tune des revendications 1 a 4 
et 12. 

15. Cellule contenant un vecteur selon Tune des revendications 13 et 14. 

25 16. Medicament contenant un oligonucleotide, un vecteur ou une cellule 
selon I'une des revendications 1 d 15. 

17. Composition pharmaceutique contenant une quantite 
pharmacologiquement active d'un oligonucleotide, d'un vecteur ou d'une 
30 cellule selon I'une des revendications 1 £ 15 et des excipients 

pharmaceutiquement acceptables. 
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18. Utilisation d'un oligonucleotide, d'un vecteur ou d'une cellul selon Tune 
des revendications 1 a 15 pour la fabrication d'un medicament pour la 
prevention et / ou le traitement de pathologies liees £ la leptine. 

5 19. Proteine de fusion caracterisee en ce qu'elle est composee d'une 
sequence pr6sentant une identite d'au moins 65 % avec la sequence 
SEQ ID N°4 ou avec la sequence SEQ ID N°16, ou d'une partie 
substantielle de la sequence SEQ ID N°4 ou de la sequence SEQ ID 
N°16, et d'une proteine donneur d'energie ou accepteur d'energie, ou 
10 d'une partie substantielle et active d'une proteine donneur d'6nergie ou 
accepteur d'energie. 

20. Prot6ine de fusion selon la revendication 19 caracterisee en ce que la 
proteine est une luciferase. 

15 

21. Proteine de fusion selon la revendication 19 caracteris6e en ce que la 
proteine est la GFP ou un mutant de cette proteine ou la DsRed . 

22. Proteine de fusion selon la revendication 19 caracterisee en ce que le 
20 mutant de la GFP est la YFP, I'EYFP, la GFP sauvage, la GFPS65T, ou 

la Topaz. 

23. Proteine de fusion selon la revendication 19 caracterisee en ce qu'elle 
presente la sequence SEQID N°6, SEQID N°8, SEQID N°18 ou SEQID 

25 N°20. 

24. Acide nucieique codant pour Tune des proteines selon Tune des 
revendications 19 a 23. 

30 25. Acide nucieique selon la revendication 24 caract6rise en ce qu'il pr6sente 
la sequence SEQID N°5, SEQID N°7, SEQID N°17 ou SEQID N°19. 
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26. Acide nucl§ique presentant une identity d'au moins 65 % avec la 
sequence selon la revendication 25. 

27. Acide nucl6ique hybridant dans des conditions de forte stringence avec la 
5 sequence selon la revendication 25. 

28. Cellule comprenant un acide nucleique selon I'une des revendications 24 
a 27. 

10 29. Cellule exprimant une proteine selon Tune des revendications 19 a 23. 

30. Fragments de cellules selon Tune des revendications 28 et 29. 

31 . Lysat de cellules selon Tune des revendications 28 et 29. 

15 

32. Membranes de cellules selon Tune des revendications 28 et 29. 

33. Precede de determination de la modification de interaction entre une 
proteine presentant une identite d'au moins 65 % avec la sequence SEQ 

20 ID N°4 ou la sequence SEQ ID N°16 t et le recepteur de la leptine par un 

compose comprenant les 6tapes consistant a : 

-mettre en contact ledit compose avec une proteine presentant une 
identite d'au moins 65 % avec la sequence SEQ ID N°4 ou la sequence 
SEQ ID N°16, et le r6cepteur de la leptine, ou des cellules, ou des 
25 fragments, ou des lysats, ou des membranes de cellules comprenant de 

telles proteines, et 6ventuellement un substrat enzymatique ad§quat, et 
-a mesurer interaction entre la proteine presentant une identite d'au 
moins 65 % avec la sequence SEQ ID N°4 ou la s6quence SEQ ID N°16, 
et le recepteur de la leptine. 



30 
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34. Procede de determination de la modification de Interaction entre une 
proteine pr6sentant une identite d'au moins 65 % avec la sequence SEQ 
ID N°4 ou la sequence SEQ ID N°16, et le recepteur de la leptine par un 
compose comprenant les etapes consistant d : 

5 -mettre en contact ledit compose avec une proteine de fusion donneur 
d'energie, et une proteine de fusion accepteur d'energie, ou des cellules, 
ou des fragments, ou des lysats, ou des membranes de cellules 
comprenant une telle proteine, et eventuellement un substrat 
enzymatique ad6quat, et 
10 -a mesurer le transfer! d'energie. 

35. Procede selon la revendication 34 caracterise en ce que la proteine de 
fusion donneur d'energie est une proteine de fusion entre le recepteur de 
la leptine, ou une partie substantielle du recepteur de la leptine et la 

15 luciferase ou une partie substantielle de la luciferase, et la proteine de 

fusion accepteur d'energie est une proteine de fusion selon la 
revendication 22. 

36. Procede selon la revendication 34 caracterise en ce que la proteine de 
20 fusion donneur d'6nergie est une proteine de fusion selon la 

revendication 20, et la proteine de fusion accepteur d'energie est une 
proteine de fusion entre le recepteur de la leptine, ou une partie 
substantielle du recepteur de la leptine et la YFP ou une partie 
substantielle de la YFP. 

25 

37. Procede selon la revendication 34 caracterise en ce que le transfer! 
d'energie mesur6 en presence du compose a tester est compare a celui 
mesure en absence du compose d tester. 

30 38. Procede selon la revendication 34 caracterise en ce que le transfer! 

d'6nergie mesure en presence du compose d tester et de la leptine (ou 



un ligand du recepteur),est compare a celui mesure en presence du 
compose en absence de leptine (ou un ligand du recepteur). 

39. Procede de criblage ou de detection de composes destines a la 
5 prevention et / ou au traitement de pathologies liees a la leptine 

comprenant les etapes consistant a : 

-mettre en contact ledit compose avec une proteine presentant une 
identite d'au moins 65 % avec la sequence SEQ ID N°4 ou la sequence 
SEQ ID N°16, et le recepteur de la leptine, ou des cellules, ou des 
10 fragments, ou des lysats, ou des membranes de cellules comprenant de 

telles proteines, et eventuellement un substrat enzymatique adequat, et 
-a mesurer Tinteraction entre une proteine presentant une identite d'au 
moins 65 % avec la sequence SEQ ID N°4 ou la sequence SEQ ID N°16, 
et le recepteur de la leptine. 

15 

40. Procede selon Tune des revendications 34 et 35 caracterise en ce que la 
proteine de fusion est une proteine de sequence SEQID N°6, SEQID N°8, 
SEQID N°12, SEQID N°14, SEQID N°18 ou SEQID N°20. 

20 41. Procede selon Tune des revendications 33 a 40 caracterise en ce que les 
cellules sont traitees par un agent permeabilisant. 

42. Oligonucleotide selon la revendication 12 caracterise en ce qu'il est un 
ARNi double-brin dont au moins Tun des deux brins comprend une 

25 sequence presentant une identite d'au moins 60 % avec Tune des 

sequences SEQ ID N°37 ou SEQ ID N°38. 

43. Oligonucleotide selon la revendication 12 caracterise en ce qu'il est un 
ARNi simple brin et comprend une sequence presentant une identite d'au 

30 moins 60 %, avec la sequence SEQ ID N°42. 
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44. Oligonucleotide selon la revendication 43 caracterise en ce le ARNi 
comprend une boucle. 
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La presente demande a pour objet des oligonucleotides inhibant I'expression 
de la proteine OB-RGRP et leurs utilisations pour la prevention et / ou le 
traitement de pathologies liees a la leptine. 

Elle est en outre relative a un precede de detection de composes modifiant 
I'interaction entre les proteines de la famille d'OB-RGRP et le recepteur de la 
leptine. Cette detection peut etre effectuee par mesure du transfer! d'energie 
entre des proteines de fusion composees de ces proteines et de proteines 
donneurs et accepteurs d'energie. 



